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O Trypanosoma cruzi é o agente etiológico da doença de Chagas, uma 
patologia que afeta milhares de pessoas e ainda não possui tratamento eficaz na 
fase crônica. A sinalização por cálcio no T. cruzi é importante, entre outras funções, 
para a invasão da célula hospedeira, diferenciação, osmorregulação, morte celular e 
função flagelar. O influxo de cálcio na mitocôndria, o qual é importante para 
homeostase do cálcio intracelular, ocorre através de um complexo uniporter de 
cálcio mitocondrial (MCUC) que é formado por diversos componentes, incluindo 
duas proteínas regulatórias da captação de cálcio mitocondrial (MICU1 e MICU2). 
Nos mamíferos essas proteínas estão localizadas no espaço intermembranas da 
mitocôndria e são sensíveis à concentração de cálcio citosólico, regulando a 
abertura do MCU. Embora vários componentes do MCUC tenham sido identificados 
em tripanossomatídeos, o mecanismo pelo qual ele é regulado ainda é 
desconhecido. Neste trabalho nós estudamos a função das proteínas MICU1 e 
MICU2 na captação de cálcio mitocondrial no T. cruzi. A predição das estruturas 
proteicas de TcMICU1 e TcMICU2 mostraram que há a presença de um domínio de 
sinal de endereçamento mitocondrial e domínios EF-hands, que seriam sensíveis à 
concentração de cálcio citosólico. Nós obtivemos linhagens celulares nocaute para 
TcMICU1 (MICU1-KO) e TcMICU2 (MICU2-KO) utilizando o sistema CRISPR/Cas9 
co-transfectando epimastigotas de T. cruzi com o vetor Cas9/pTREX-n (contendo um 
RNA-guia) e um cassete linear de DNA com um gene de resistência a blasticidina 
para induzir o reparo da quebra das duas fitas de DNA por recombinação homóloga. 
Além disso, também geramos uma linhagem celular de epimastigotas de T. cruzi que 
superexpressam TcMICU2 marcadas com 2xHA (MICU2-OE) utilizando o vetor 
pTREX-n. Tais construções moleculares foram utilizadas para analisar o fenótipo dos 
mutantes e indicar quais as funções dessas proteínas. Nossos resultados mostram 
que MICU1-KO e MICU2-KO apresentam uma diminuição significativa na 
capacidade em captar cálcio pela mitocôndria, mostrando uma regulação diferente 
quando comparadas com o que já foi descrito anteriormente em mamíferos. Na 
ausência dessas proteínas há diminuição da taxa de crescimento e nas taxas de 
respiração dos epimastigotas, mostrando o quão elas são importantes para esse 




diferenciarem em tripomastigotas metacíclicos em maior proporção do que as 
células controle enquanto que a metaciclogênese in vitro foi diminuída nas células 
MICU2-KO. Usando a linhagem MICU2-OE, por sua vez, demonstramos a 
localização mitocondrial de TcMICU2 através de microscopia de fluorescência e a 
superexpressão dessa proteína não altera a capacidade em captar cálcio, assim 
como não afeta o potencial de membrana mitocondrial e o crescimento dos 
parasitas. Dessa forma, podemos concluir que as proteínas TcMICU1 e TcMICU2 
são essenciais para a regulação da captação de cálcio pelo MCU em T. cruzi. Da 
mesma forma, os resultados sugerem que ambas as proteínas têm um papel 
importante no crescimento e diferenciação de epimastigotas. 
 








Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease, a disorder 
affecting thousands of people, for which an effective treatment is not available for the 
chronic phase. Calcium signaling is important for host cell invasion, differentiation, 
osmoregulation, cell death and flagellar function in trypanosomatids. The influx of 
calcium into the mitochondria, which is important for intracellular calcium 
homeostasis, occurs through a mitochondrial calcium uniporter complex (MCUC) and 
this complex consists of several components, including two regulatory proteins 
named mitochondrial calcium uptake 1 and 2 (MICU1 and MICU2). In mammalian 
cells, these proteins are located in the mitochondrial intermembrane space and play 
a role in sensing cytosolic calcium levels and regulating the MCU opening.  Although 
several MCUC components have been identified in trypanosomes, the mechanism by 
which it is regulated is still unknown. In this work, we aimed at studying the role of 
MICU1 and MICU2 in the mitochondrial calcium uptake of T. cruzi. The predicted 
TcMICU1 and TcMICU2 proteins displayed a mitochondrial targeting signal and EF-
hands domains that could be sensitive to changes in cytosolic calcium. We obtained 
TcMICU1 (MICU1-KO) and TcMICU2 (MICU2-KO) knockout cell lines using the 
CRISPR/Cas9 system by co-transfecting T. cruzi epimastigotes with the 
Cas9/pTREX-n vector (containing a specific sgRNA) and a DNA donor cassette with 
a blasticidin resistance marker to induce the DNA double-strand break repair by 
homologous recombination. Additionally, we generated a cell line of T. cruzi 
epimastigotes overexpressing TcMICU2 tagged with 2xHA (MICU2-OE) using 
pTREX-n vector. Such molecular constructs were used to analyze the mutant 
phenotypes and indicate the functions of these proteins. Our results show that 
MICU1-KO and MICU2-KO have a significant decrease in the capacity to take up 
calcium, showing a different regulation when we compared to what has already been 
described previously in mammals. In the absence of these proteins there is a 
decrease in the growth rate and respiration rates of epimastigotes, showing how 
important these two proteins are to this stage of T. cruzi. In addition, MICU1-KO 
epimastigotes are able to differentiate to metacyclic trypomastigotes in a greater 
proportion than the control cells while the metacyclogenesis capacity was reduced in 




immunofluorescence microscopy the mitochondrial localization of MICU2 and that its 
overexpression does not alter the capacity to take up calcium, besides that it does 
not affect the mitochondrial membrane potential and parasite growth. We can 
conclude that the TcMICU1 and TcMICU2 proteins are essential for the regulation of 
mitochondrial calcium uptake by MCU in T. cruzi. Likewise, the results suggest that 
both proteins play an important role in the growth and differentiation of epimastigotes. 
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1.1 O Trypanosoma cruzi e a doença de Chagas 
O Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado sendo o agente etiológico da 
doença de Chagas (CHAGAS, 1909), antigamente pertencente a ordem 
Kinetoplastida e à família Trypanosomatidae (LEVINE et al., 1980). Atualmente o T. 
cruzi está no super-grupo Excavata e, dentro dele, é classificado, seguindo a ordem 
hierárquica, como Euglenozoa, Kinetoplastea, Metakinetoplastina e 
Trypanosomatidae (ADL et al., 2005).  
A doença de Chagas é reconhecida como uma doença tropical negligenciada, 
encontrada em 21 países nas, onde estima-se que há 6 a 8 milhões de pessoas 
infectadas, com aproximadamente 10.000 mortes por ano e 25 milhões de pessoas 
em risco de adquirir a patologia. Além disso, essa doença tem se espalhado a outros 
países na América do Norte, Ásia e Europa desde o último século, devido à 
migração internacional de áreas endêmicas (LIDANI et al., 2017; SCHMUNIS; 
YADON, 2010). 
A infecção humana ocorre principalmente pela transmissão vetorial através 
dos insetos triatomíneos infectados pertencentes ao gênero Triatoma, Rhodnius e 
Panstrongylus, conhecidos popularmente como barbeiros (BARRETT et al., 2003; 
CHAGAS, 1909). Além disso, a transmissão também pode ocorrer por transfusão 
sanguínea, transplante de órgãos, acidentes laboratoriais, congênita ou oral 
(BARRETO-DE-ALBUQUERQUE et al., 2015; LIDANI et al., 2017). 
A doença de Chagas pode resultar em diversas manifestações clínicas nos 
humanos, iniciando-se com a fase aguda que dura cerca de dois meses e apresenta 
alta parasitemia. Nessa fase, cujos sinais e sintomas podem ser leves, 
assintomáticos ou até mesmo não serem percebidos em alguns indivíduos, podem 
estar presentes manifestações dermatológicas, como o chagoma de inoculação e o 
sinal de Romaña (LIDANI et al., 2017; World Health Organization, 2017).  
Após a fase aguda, a maioria das pessoas infectadas entram numa forma 
indeterminada assintomática prolongada da doença crônica e nunca desenvolverão 
sintomas relacionados a Chagas. No entanto, após 10 - 30 anos de infecção, 
aproximadamente 30 - 40% de pessoas cronicamente infectadas apresentarão 
algumas manifestações clínicas, como cardiomiopatia (20 - 30%), problemas 
digestivos (10 - 15%) ou ambos (1 - 5%) (MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006; MOTA 
21 
 
et al., 2014; PUNUKOLLU et al., 2007; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). A 
cardiomiopatia chagásica crônica representa a manifestação mais grave e 
potencialmente fatal da doença de Chagas nos seres humanos. Além disso, essa 
patologia é responsável por uma morbimortalidade mais expressiva do que em 
outras doenças parasitárias (BONNEY, 2014; LIDANI et al., 2017). 
Atualmente, os tratamentos para a doença de Chagas baseiam-se na 
utilização de fármacos não específicos, como o benznidazol e o nifurtimox, que 
parecem exercer efeito tripanocida através da geração de espécies reativas (ROS) 
e/ou através da diminuição dos níveis dos antioxidantes glutationa e tripanotiona 
(CERECETTO; GONZÁLEZ, 2002; DOCAMPO; STOPPANI, 1979; DUSCHAK; 
COUTO, 2007). Essas drogas são utilizadas para tratar a doença na fase aguda e no 
início da fase crônica, mas a eficácia desses fármacos contra a infecção crônica 
estabelecida, que é a forma mais comum da doença, é muito menor e variável 
(VEIGA-SANTOS et al., 2015). Além disso, o tratamento pode causar diversos 
efeitos colaterais no hospedeiro devido a elevada toxicidade desses fármacos 
(OLIVEIRA et al., 2008). Por essa razão, há um interesse no desenvolvimento de 
novos tratamentos terapêuticos com ação contra o T. cruzi. 
O T. cruzi possui um ciclo biológico heteroxênico (Figura 1), onde o parasita 
passa por uma fase de multiplicação intracelular no hospedeiro vertebrado e 
extracelular no intestino do triatomíneo. A transmissão ocorre quando o vetor 
infectado pica e deposita fezes ou urina contendo a forma tripomastigota do parasita 
no hospedeiro vertebrado. Após penetração no hospedeiro, ocorre a infecção de 
diferentes tipos celulares, principalmente os macrófagos (DE ARAÚJO-JORGE, 
1989; TANAKA; TANOWITZ; BLOOM, 1983), onde os parasitas passam a ter uma 
forma ovóide e sem flagelo, chamada amastigota, que promove rápida multiplicação 
no meio intracelular. Os amastigotas passam pelo estágio transiente denominado 
epimastigota intracelular (ALMEIDA-DE-FARIA et al., 1999; SCHENKMAN et al., 
1988) e, após diversos ciclos de divisões binárias, os amastigotas se diferenciam em 
tripomastigotas dentro da célula. O grande número de parasitas infectivos provocam 
o rompimento celular. Assim, por via sanguínea, espalham-se pelo organismo e 
infectam mais células em novos ciclos, causando lesões. O barbeiro, ao se alimentar 
do sangue de vertebrados infectados, pode ingerir tripomastigotas sanguíneos e, no 
intestino médio do inseto, eles se transformam em epimastigotas e se multiplicam 
(forma replicativa do inseto vetor). Esta forma evolutiva pode ser identificada 
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facilmente da forma tripomastigota pela localização do cinetoplasto, que encontra-se 
em posição central e anterior ao núcleo (BRENER, 1973). Nos tripomastigotas, por 
sua vez, o cinetoplasto encontra-se na extremidade posterior do T. cruzi (MEYER; 
MUSACCHIO; MENDONҪA, 1958). No intestino posterior do barbeiro, os 
epimastigotas se diferenciam para a forma tripomastigota metacíclica, que é o 
estágio infectante para o hospedeiro vertebrado, sendo eliminados com as fezes e 
urina durante o repasto sanguíneo. Os tripomastigotas metacíclicos podem penetrar 
no organismo do hospedeiro por meio da lesão ocasionada pela picada ou ao 
entrarem em contato com as mucosas, renovando assim o ciclo de transmissão 
(ALMEIDA-DE-FARIA et al., 1999; BRENER, 1973).  
 
 
Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi: Duas formas principais estão presentes no inseto vetor: 
epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos; e duas formas principais no hospedeiro vertebrado: amastigotas 
intracelulares e tripomastigotas da corrente sanguínea (Adaptado de DOCAMPO et al. 2013).  
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1.2 O papel da mitocôndria na homeostase de Ca2+ em tripanossomas 
A sinalização intracelular é de grande importância para o controle bioquímico 
e manutenção da viabilidade celular sendo realizada por segundos mensageiros, 
entre eles o íon cálcio.  
Em geral, a sinalização por Ca2+ regula uma série de processos celulares, 
incluindo desenvolvimento, proliferação, secreção e ativação de genes (BERRIDGE; 
BOOTMAN; RODERICK, 2003). O aumento da concentração de Ca2+ intracelular é 
dependente do influxo de Ca2+ do espaço extracelular através da membrana 
plasmática ou da liberação de Ca2+ de reservatórios intracelulares, como o retículo 
endoplasmático e o retículo sarcoplasmático (PATERGNANI et al., 2011). Além 
disso, as mitocôndrias também participam do controle da homeostase de Ca2+ 
intracelular através de uma rápida captação após o aumento da concentração de 
Ca2+ citosólico (PATRON et al., 2013; RAFFAELLO et al., 2016). Na mitocôndria, a 
homeostase de Ca2+ é importante para a estimulação do metabolismo aeróbico 
através da ativação de desidrogenases mitocondriais, como a piruvato 
desidrogenase, a isocitrato desidrogenase e a alfa-cetoglutarato desidrogenase. 
Além disso, a homeostase de Ca2+ mitocondrial também controla a morte celular 
(autofagia, necrose e apoptose) (PATRON et al., 2013). 
O Trypanosoma cruzi possui uma alta capacidade de se adaptar ao meio em 
que vive, inclusive às mudanças de concentração de Ca2+ livre, sugerindo que a 
homeostase de Ca2+ deve ser diferente entre os diversos estágios do parasita 
(DOCAMPO et al., 2013). Nos tripanossomatídeos, por sua vez, a sinalização por 
Ca2+ também é importante para a invasão da célula hospedeira (MORENO et al., 
1994), diferenciação, osmorregulação e função flagelar (DOCAMPO; HUANG, 2015). 
A concentração citosólica de Ca2+ livre em tripanossomatídeos está na faixa entre 20 
- 100 nM (DOCAMPO; HUANG, 2015; MORENO; DOCAMPO, 2003; ULRICH; 
CINTRON; DOCAMPO, 2010) e está, portanto, dentro do intervalo descrito em 
muitas células de vertebrados (GRYNKIEWICZ; POENIE; TSIEN, 1985). 
Os tripanossomas possuem apenas uma mitocôndria altamente ramificada 
(DE SOUZA; ATTIAS; RODRIGUES, 2009; PAULIN, 1975) que possui função 
fundamental na homeostase de Ca2+ intracelular (DOCAMPO et al., 2013). A 
existência, em mamíferos, de um transportador mitocondrial de cálcio putativo 
(Mitochondrial Calcium Uniporter ou MCU) foi proposta há mais de 50 anos 
(DELUCA; ENGSTROM, 1961; VASINGTON; MURPHY, 1962), porém a ausência 
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de MCU em leveduras levou alguns autores a acreditar que o MCU estaria presente 
apenas em vertebrados e ausentes em plantas, insetos e outros invertebrados e 
organismos unicelulares (CARAFOLI; LEHNINGER, 1971; MCCORMACK; 
DENTON, 1986). Essa situação foi retificada quando foi demonstrado que 
epimastigotas de T. cruzi possuem um MCU com propriedades semelhantes àquelas 
descritas em mitocôndrias de mamíferos: transporte eletrogênico, sensibilidade ao 
vermelho de rutênio, baixa afinidade e alta capacidade em captar Ca2+  (DOCAMPO; 
LUKEŠ, 2012; DOCAMPO; VERCESI, 1989a). Esses estudos foram confirmados 
mais tarde em outros estágios do ciclo celular de T. cruzi (DOCAMPO; MORENO; 
VERCESI, 1993; MORENO; DOCAMPO; VERCESI, 1992) bem como em outros 
tripanossomatídeos, incluindo Leishmania braziliensis (BENAIM; BERMUDEZ; 
URBINA, 1990), L. mexicana, L. agamae e Crithidia fasciculata (VERCESI et al., 
1990), L. donovani  (VERCESI; DOCAMPO, 1992), T. brucei (MORENO; 
DOCAMPO; VERCESI, 1992; VERCESI et al., 1993; XIONG et al., 1997) e 
Herpetomonas sp. (SODRÉ et al., 2000).  
Tendo em vista que o mecanismo de captação de Ca2+ é bem conservado 
entre os tripanossomatídeos e as células de mamíferos (DOCAMPO; VERCESI, 
1989a, 1989b), mas não em leveduras, todos esses dados corroboraram para a 
recente identificação do MCU através de técnicas de bioinformática e biologia 
molecular, onde dois grupos fizeram uma análise in sílico (Figura 2) no banco de 
dados MitoCarta, onde há somente proteínas que apresentam localização 
mitocondrial, e chegaram a identificação do mesmo gene (BAUGHMAN et al., 2011; 




Figura 2: Estratégia utilizada pelo De Stefani e colaboradores (2011) para a identificação do gene que codifica a 
proteína MCU utilizando o banco de dados MitoCarta. Especificamente, foi seguida a seguinte lista de exclusão: 
1) um perfil de expressão amplo, dada a presença de captação de Ca2+ mitocondrial sensível a vermelho de 
rutênio em todos os tecidos de mamíferos; 2) pelo menos dois domínios transmembranas previstos 
computacionalmente na sequência primária (ou seja, o requisito mínimo esperado num canal iônico); 3) ausência 
em S. cerevisiae e 4) presença em tripanossomatídeos, os quais também apresentam sensibilidade ao vermelho 
de rutênio. Assim, obtiveram-se uma lista com 14 candidatos, contendo tanto conhecidos como proteínas 
inexploradas. Finalmente, argumentaram que dada a função-chave da permeabilidade aos íons Ca2+, a pressão 
evolutiva provavelmente se concentrou em conservar os domínios transmembranas e o filtro de seletividade, ao 
invés de outras características. Assim, os 14 domínios transmembranas e os laços foram alinhados 
cuidadosamente com espécies distantes. Ficou claro que um dos candidatos atendia às previsões: dois domínios 
transmembranas altamente conservados, separados por um pequeno laço idênticos na sequência de humanos e 
cinetoplastídeos. Mais tarde, estudos em células intactas e permeabilizadas validaram esse achado (Adaptado 
de De Stefani et al. 2011). 
 
Nos tripanossomas, a liberação de Ca2+ de reservatórios acídicos 
(acidocalcisoma) (VERCESI; DOCAMPO, 1996) ou a entrada de Ca2+ através da 
membrana plasmática, resulta numa captação rápida de Ca2+ pela mitocôndria 
atingindo níveis muito mais altos dentro da organela do que o Ca2+ citosólico (XIONG 
et al., 1997). A recente descoberta de um receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) em 
acidocalcisomas de T. brucei e T. cruzi (HUANG et al., 2013; LANDER et al., 2016) e 
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de uma proximidade do acidocalcisoma e a mitocôndria de tripanossomatídeos são 
compatíveis com o papel da liberação de Ca2+ dos acidocalcisomas estimulados por 
IP3 e a captação de Ca2+ pela mitocôndria (Figura 3) como requisito para um 
metabolismo mitocondrial eficiente e uma bioenergética celular normal (DOCAMPO; 
HUANG, 2015), como têm sido descrito para o retículo endoplasmático e as 
mitocôndrias de células de vertebrados (RIZZUTO et al., 1998). 
 
 
Figura 3: Representação esquemática da homeostase e sinalização de Ca2+ intracelular em tripanossomatídeos. 
Distintos sistemas de transporte de Ca2+ operam na membrana plasmática, ER, mitocôndrias e reservatórios 
acídicos (acidocalcisomas). A entrada de Ca2+ provavelmente ocorre pelo canal Cav. Uma vez dentro da célula, o 
Ca2+ pode ser translocado de volta para o ambiente extracelular pela ação da PMCA. Além disso, o Ca2+ pode 
interagir com a CaBP ou ser sequestrado pelo retículo endoplasmático através da SERCA, pela mitocôndria 
através do MCU, pelos acidocalcisomas através da ATPase de Ca2+ (PMCA) ou pelo núcleo através de poros 
nucleares. IP3 é gerado pela hidrólise de PIP2, catalisado pelo PLC fosfoinositídeo-específico, o qual também 
gera DAG, possivelmente ativando a PK. IP3 liga-se ao receptor IP3 (IP3R) e estimula a liberação de Ca2+  dos 
acidocalcisomas através do IP3R. Quando há influxo de Ca2+ através da membrana plasmática ou liberação de 
Ca2+ pela estimulação dos acidocalcisomas, o Ca2+ pode ser eficientemente captado pelo MCU através dos 
micro domínios de alta concentração de Ca2+ (bolas cinzas) presentes nas proximidades. PLC, fosfolipase C; 
PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; DAG, diacilglicerol; PK, proteína quinase; Cav, canal de cálcio voltagem 
dependente; PMCA, ATPase de Ca2+ da membrana plasmática; CaBP, proteína de ligação ao Ca2+; IP3, inositol 
trifosfato; IP3R, receptor IP3R; MCU, uniporter de cálcio mitocondrial; VDAC, canal aniônico dependentes de 
voltagem; Let1, transportador transmembranar EF-hand contendo leucina; CHX, trocador Ca2+/H+; PSEN, 
presenilina; SERCA, ATPase Ca2+ dependente do retículo sarcoplasmático; ER, retículo endoplasmático  





1.3 Complexo uniporter de cálcio mitocondrial (MCUC) nos mamíferos 
A entrada de Ca2+ na mitocôndria requer um grande complexo uniporter de 
cálcio mitocondrial (MCUC, por sua sigla em inglês Mitochondrial Calcium Uniporter 
Complex), localizado na membrana interna da organela, composto pela proteína 
formadora do poro (MCU) e diversas subunidades proteicas regulatórias. A força 
motriz para a entrada de cálcio nas mitocôndrias é proporcionada pelo gradiente 
eletroquímico através da membrana mitocondrial interna (potencial de membrana), o 
qual é negativo na matriz mitocondrial (cerca de -180 mV) (Revisado por LANDER et 




O MCU é um canal iônico especifico de Ca2+ e é o componente fundamental 
do MCUC (BAUGHMAN et al., 2011; PATERGNANI et al., 2011; PENDIN; 
GREOTTI; POZZAN, 2014), constituído por uma proteína que possui dois domínios 
transmembranas separados por um pequeno laço hidrofílico enriquecido com 
aminoácidos ácidos (motivo DIME). Essa região contém resíduos carregados 
negativamente que foram previamente identificados para desempenhar um papel 
essencial na captação de Ca2+ mediada pelo MCU (BAUGHMAN et al., 2011; DE 
STEFANI et al., 2011; MAMMUCARI; GHERARDI; RIZZUTO, 2017). 
O MCU de mamíferos não foi considerado essencial num background 
genético misto de camundongos C57BL/6 e CD1, enquanto que a ausência de MCU 
foi letal para os embriões no background puro dos C57BL/6  (PENDIN; GREOTTI; 
POZZAN, 2014). Além disso, os camundongos MCU-/- CD1 possuem problemas no 
desempenho do músculo esquelético (PAN et al., 2013). 
 
1.3.2 MCUb 
O MCUb, por sua vez, é um parálogo do MCU e já foi descrito que possui uma 
ação inibitória sobre o transporte mitocondrial de Ca2+ em mamíferos (RAFFAELLO 
et al., 2013). Essa subunidade do MCUC possui 50% de similaridade com o MCU e 
também é formada por dois domínios transmembranas. O MCU forma um tetrâmero 
que pode se auto-oligomerizar ou hetero-oligomerizar com MCUb (DE STEFANI; 
PATRON; RIZZUTO, 2015; RAFFAELLO et al., 2013). Além disso, a razão 
MCU/MCUb varia entre diferentes tecidos, sugerindo que essa proteína atue com 
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EMRE (regulador essencial do MCU) é uma subunidade proteica de 10 kDa 
que faz parte do MCUC dos mamíferos. Essa proteína contém apenas um domínio 
transmembrana e funcionaria como uma ponte, sendo necessária para a interação 
do MCU com as proteínas reguladoras MICU1 e MICU2 (SANCAK et al., 2013). 
A importância dessa subunidade ainda é questionada, visto que a ausência 
dela em camundongos não resulta em nenhum fenótipo evidente (LIU et al., 2016). 
No entanto, a reconstituição do MCU humano em Saccharomyces cerevisiae 
necessita da co-expressão da subunidade EMRE, demonstrando a diferença nos 
componentes do uniporter em distintas espécies (KOVACS-BOGDAN et al., 2014)  
 
1.3.4 MICU1 e MICU2 
A proteína de captação de Ca2+ mitocondrial (MICU1, por sua sigla em inglês 
Mitochondrial Calcium Uptake 1) foi o primeiro componente do MCUC identificado e 
foi proposto como um regulador da atividade do uniporter em células HeLa  
(PEROCCHI et al., 2010). Essa proteína possui um parálogo, o MICU2 (PLOVANICH 
et al., 2013), e ambos possuem dois domínios EF-hands que se ligam ao Ca2+ 
(FOSKETT; MADESH, 2014). Diversos autores presumem que MICU1 e MICU2 
estão localizados no espaço intermembranas da mitocôndria, sendo sensíveis as 
mudanças de concentrações de Ca2+ citosólico (DOCAMPO; VERCESI; HUANG, 
2014; PATRON et al., 2014; PENDIN; GREOTTI; POZZAN, 2014). 
Essas duas subunidades são consideradas porteiros do uniporter (Figura 4), 
formando um heterodímero quando elas exercem funções inicialmente consideradas 
opostas: MICU1 possui uma função estimulatória, enquanto que MICU2 possui uma 
função inibitória sobre a captação de cálcio mitocondrial (PATRON et al., 2014). Os 
efeitos inibitórios de MICU2 prevalecem em baixas concentrações de Ca2+ citosólico, 
enquanto que MICU1 ativa a abertura do poro em altas concentrações de Ca2+ 
através de mudanças conformacionais induzidas pela ligação do Ca2+ nos domínios 
EF-hands. Os níveis de expressão das subunidades MICU1 e MICU2 são 
dependentes uma da outra e atuam juntas para estabelecer o limiar de resposta ao 
Ca2+ citosólico (KAMER; MOOTHA, 2014; MAMMUCARI; GHERARDI; RIZZUTO, 
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2017; PATRON et al., 2014). Em células HeLa e HEK293T foi visto que a expressão 
de MICU2 está diretamente relacionada com os níveis de expressão de MICU1, 
enquanto que o efeito do silenciamento de MICU2 sobre a expressão de MICU1 
depende do tipo de célula (PLOVANICH et al., 2013). Em adição, pontes dissulfeto 
contribuem para a formação do dímero MICU1/MICU2 e captação de Ca2+ 
mitocondrial (PETRUNGARO et al., 2015). 
 
 
Figura 4: Representação esquemática das proteínas envolvidas na entrada de Ca2+ mitocondrial. O Ca2+ 
citosólico entra na matriz mitocondrial de acordo com o potencial de membrana. Na membrana mitocondrial 
externa os canais aniônicos dependentes de voltagem (VDAC) asseguram a permeabilidade aos solutos 
menores do que 5 kDa, incluindo os íons Ca2+. Na membrana mitocondrial interna, um complexo multiproteíco 
controla a captação de Ca2+ pela organela. Esse complexo é composto pelas subunidades formadoras do poro, 
MCU e MCUb, e pelas proteínas reguladoras, MICU1, MICU2 e EMRE. Em condições de repouso (lado 
esquerdo), o heterodímero MICU1-MICU2 atua como porteiro do MCU. Uma vez que ocorre aumento da 
concentração de Ca2+ citosólico (lado direito), há uma mudança conformacional no dímero, permitindo a 
captação de Ca2+. O EMRE estabiliza o complexo MCU-MICU1, contribuindo para a entrada regulada de Ca2+ na 
mitocôndria (Adaptado de MAMMUCARI; GHERARDI; RIZZUTO, 2017). 
 
Recentemente o heterodímero MICU1-MICU2 foi reconstituído para 
demonstrar que se ligam ao Ca2+ cooperativamente com alta afinidade, sendo ambas 
as proteínas estabilizadas por Ca2+. Além disso, a interação entre elas com o Ca2+ 
seria como um interruptor liga/desliga do MCUC, que é capaz de responder 
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diretamente as concentrações de Ca2+ citosólico (KAMER; GRABAREK; MOOTHA, 
2017). 
A perda de função da proteína MICU1 traz consequências fisiopatológicas, 
como fraqueza muscular associada à regeneração de miofibras, dificuldade de 
aprendizagem e reação extrapiramidal. Isso ocorre porque a perca da atividade 
dessa proteína ocasiona um aumento na concentração basal de Ca2+ mitocondrial e 
uma redução da concentração de Ca2+ citosólico, como demonstrado em estudos 
realizados com fibroblastos de pacientes (LOGAN et al., 2014). Além disso, em ratos 
MICU1-/- há completa (ANTONY et al., 2016) ou significante (LIU et al., 2016) 
mortalidade perinatal. 
Curiosamente, em animais velhos a concentração basal de Ca2+ mitocondrial 
não possui diferenças significativas entre os ratos MICU1-/- e os controles. Além 
disso, os parâmetros fenotípicos também melhoraram, sugerindo que as 




MCUR1 (regulador do uniporter de cálcio mitocondrial 1) é uma proteína 
presente na membrana mitocondrial interna que possui dois domínios 
transmembranas. Sua participação no MCUC ainda é discutida, visto que 
inicialmente ela foi reportada como um modulador positivo do MCU 
(MALLILANKARAMAN et al., 2012). No entanto, mais tarde foi descoberto como um 
possível fator para a citocromo oxidase com implicações no colapso do potencial de 
membrana, que poderia explicar a diminuição da captação de Ca2+ observada no 
silenciamento de MCUR1 (LANDER et al., 2018; PAUPE et al., 2015). Porém, dados 
recentes mostram que o efeito do MCUR1 sobre o potencial de membrana 
mitocondrial é insignificante e realmente há diminuição da atividade do MCU com o 
silenciamento do MCUR1 (VAIS et al., 2015). 
 
1.4 Complexo uniporter de cálcio mitocondrial (MCUC) nos tripanosomas 
O MCUC dos tripanossomas parece ser mais simples do que das células de 
mamíferos (Figura 5B) (DOCAMPO; VERCESI; HUANG, 2014) e possui algumas 
características similares às descritas em mitocôndrias de mamíferos, como já 
mencionado anteriormente: sensibilidade ao vermelho de rutênio, transporte 
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eletrogênico, baixa afinidade e alta capacidade em captar Ca2+ (DOCAMPO; 
VERCESI, 1989a, 1989b). 
A predição da estrutura proteica do MCU de tripanossomatídeos também 
exibe um sinal de endereçamento mitocondrial e dois domínios transmembranas 
separados por um pequeno loop que contém o domínio DIME (DOCAMPO; 
VERCESI; HUANG, 2014; HUANG; VERCESI; DOCAMPO, 2013). Além disso, essa 
proteína está localizada na mitocôndria, como já foi confirmado por microscopia de 
fluorescência em tripomastigotas procíclicos e tripomastigotas sanguíneos no T. 
brucei (HUANG; VERCESI; DOCAMPO, 2013) e em epimastigotas de T. cruzi 
(CHIURILLO et al., 2017; LANDER et al., 2016). 
Ortólogos das subunidades MCUb, MICU1 e MICU2 do MCUC também foram 
identificados nos genomas dos tripanossomas, enquanto que MCUR1 e EMRE 
aparentam ser ausentes nesses organismos. Essas duas últimas subunidades 
parecem ter sido adquiridas recentemente conforme a evolução, enquanto que 
ortólogos de MICU2 ainda não foram identificados na Leishmania spp. (DOCAMPO; 
VERCESI; HUANG, 2014; LANDER et al., 2018). 
A importância do MCU em tripanossomatídeos foi reportada pela primeira vez 
no T. brucei, onde o MCU é essencial para a sobrevivência desse protozoário  
(HUANG; VERCESI; DOCAMPO, 2013), ao contrário do que ocorre em 
camundongos, onde a deleção do gene não é essencial (LIU et al., 2016). Além 
disso, também foi visto que o MCU é o único responsável pela captação de Ca2+ 
mitocondrial nesses parasitas e esse canal é essencial para o crescimento in vitro e 
in vivo, tendo uma função importante na regulação bioenergética celular nos dois 
principais estágios de vida estudados: tripomastigota metacíclico e tripomastigota 
sanguíneo (HUANG; VERCESI; DOCAMPO, 2013). O silenciamento do gene para 
MCU na forma procíclica também aumenta a razão AMP/ATP e induz autofagia. 
Esses resultados podem ser interpretados como um mecanismo de sobrevivência do 
T. brucei, previamente observado nos mamíferos (HUANG; VERCESI; DOCAMPO, 
2013; LANDER et al., 2018).  
A superexpressão do TbMCU nos tripomastigotas procíclicos, por sua vez, 
resultou no aumento da captação de Ca2+ mitocondrial, levando a uma sobrecarga 
de Ca2+ na mitocôndria, além de um aumento na sensibilidade de agentes pró-
apoptóticos, geração de ROS e morte celular, em concordância com os resultados 
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em células de vertebrados (DOCAMPO; VERCESI; HUANG, 2014; HUANG; 
VERCESI; DOCAMPO, 2013; LANDER et al., 2018). 
Usando a técnica CRISPR/Cas9, previamente adaptada para edição 
genômica no T. cruzi, nosso grupo também investigou as funções das proteínas 
TcMCU e TcMCUb. Com esse estudo, pudemos concluir que ambas são 
necessárias para a captação de Ca2+ mitocondrial, enquanto que TcMCUb é 
essencial para a sobrevivência do parasita, sugerindo uma função adicional a essa 
subunidade na bioenergética celular (CHIURILLO et al., 2017). 
Além disso, os parasitas nocautes para os genes TcMCU e TcMCUb (TcMCU-
KO e TcMCUb-KO) permeabilizados com digitonina não são capazes de captar Ca2+ 
quando comparados com as células controle. Em contraste, a superexpressão de 
ambos os genes resultou num aumento significativo da habilidade da mitocôndria em 
acumular Ca2+ (CHIURILLO et al., 2017; LANDER et al., 2018) e, em contraste com o 
que foi reportado em ortólogos de mamíferos (RAFFAELLO et al., 2013), a 
superexpressão de TcMCUb não resultou num efeito dominante negativo no MCUC 
do T. cruzi. Os parasitas TcMCU-KO apresentaram um crescimento normal, 
porcentagem de metaciclogênese inalterada, infectividade em culturas de células 
hospedeiras e replicação intracelular sem alterações. No entanto, as células 
TcMCUb-KO apresentaram um defeito significativo no crescimento, baixa 
metaciclogênese e taxas de respiração, massa mitocondrial reduzida, aumento da 
autofagia sob condições de escassez de nutrientes e infectividade prejudicada 
(CHIURILLO et al., 2017; LANDER et al., 2018). 
A superexpressão do parálogo TcMCUb nos epimastigotas TcMCU-KO não 
restaura a captação de Ca2+, sugerindo que TcMCUb não substitui TcMCU. Outro 
resultado interessante é que o MCU humano não é capaz de restaurar o transporte 
de Ca2+ mitocondrial nas células TcMCU-KO. Além disso, a proteína TcMCU sozinha 
não é capaz de reconstituir a captação de Ca2+ em mitocôndrias de leveduras, 
sugerindo que outras subunidades proteicas (Figura 5C), ainda não identificadas, 
são requeridas para tal reconstituição, uma vez que os ortólogos EMRE e MCUR1 
não estão presentes no T. cruzi. Se uma ou mais subunidades estão presentes 
nesse complexo dos tripanossomatídeos e se funcionam ou não como uma ponte 
entre as subunidades MICU1/MICU2 e o MCU são apenas algumas das questões 





Figura 5: Complexo uniporter de cálcio mitocondrial. A) Em mamíferos o MCUC é composto pelo MCU, que é a 
subunidade formadora do poro, e pelo MCUb, MICU1, MICU2, EMRE e MCUR1, que são as subunidades 
regulatórias. B) O MCUC nos tripanossomatídeos parece ser mais simples do que das células de mamíferos. 
Não foram identificados ortólogos do EMRE e do MCUR1 ou outras subunidades que poderiam interagir com 
MICU1 e MICU2. Embora haja uma cisteína na porção C-terminal de MICU1 e MICU2, que formaria a ponte 
dissulfeto, a formação do dímero entre essas proteínas ainda não foi confirmada. C) Modelo hipotético do MCUC 
nos tripanossomas, mostrando possíveis subunidades adicionais do complexo que ainda não foram identificadas. 
IMS, espaço intermembranas; bolas pretas, íons Ca2+; meio círculos em vermelho e preto, domínios EF-hand 
(Adaptado de LANDER et al., 2018). 
34 
 
As funções especificas das proteínas MICU1 e MICU2 em T. cruzi ainda não 
foram esclarecidas, assim como a regulação do MCU nas mitocôndrias do parasita. 
Por isso consideramos importante a realização desse trabalho, onde estudamos o 
papel de MICU1 e MICU2 na homeostase de Ca2+, permitindo ampliar o estudo 
funcional das subunidades do complexo MCU em T. cruzi. Além disso, o estudo de 
vias metabólicas e seus mecanismos de regulação podem indicar diferenças 
significativas entre esses parasitas e seus hospedeiros, que podem ser exploradas 



























2.1 Objetivo geral:  
 Estudar as funções das proteínas MICU1 e MICU2 em epimastigotas de 
Trypanosoma cruzi. 
 
2.2 Objetivos específicos: 
1- Gerar linhagens mutantes das proteínas MICU1 e MICU2 em epimastigotas 
de T. cruzi. 
2 -  Analisar o fenótipo das linhagens mutantes de MICU1 e MICU2: capacidade 
de captação de Ca2+, crescimento, diferenciação e bioenergética dos 
epimastigotas de T. cruzi 
3 -  Estudar a localização celular das proteínas MICU1 e MICU2 em epimastigotas 























3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Métodos de cultura 
 
3.1.1 Epimastigotas de T. cruzi 
Os epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) foram cultivados a 28°C no meio LIT, 
contendo KCl 5,4 mM; NaCl 150 Mm; glicose 24 mM, extrato de fígado 5% (v/v), 
hemina 0,02% (p/v); extrato de levedura 2% (p/v) e triptose 1,5% (p/v) (BONÉ; 
STEINERT, 1956), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado. 
Determinadas linhagens celulares foram mantidas em meio contendo antibióticos de 
seleção, como: G418 250 μg/ml, blasticidina 10 μg/ml, higromicina 350 μg/ml e/ou 
puromicina 5 μg/ml. 
 
3.1.2 Escherichia coli 
Bactérias quimicamente competentes da cepa DH5α foram utilizadas como 
hospedeiras das clonagens, com o objetivo de obtermos maior quantidade das 
moléculas de DNA recombinante. O meio LB contendo triptona 10 g/l, extrato de 
levedura 5 g/l e NaCl 10 g/l foi utilizado para manutenção e cultivo das cepas 
recombinantes de Escherichia coli, acrescido do antibiótico ampicilina 100 μg/ml. As 
colônias positivas foram armazenadas a -80ºC em meio LB suplementado com 25% 
(v/v) de glicerol 60%. 
 
3.2 Análise in sílico das sequências putativas para as proteínas TcMICU1 e 
TcMICU2 
A partir de sequências putativas já relatadas disponíveis na base de dados 
TritrypDB (tritrypdb.org/tritrypdb/) - TcMICU1, gene ID: TcCLB.511391.210 e 
TcMICU2, gene ID: TcCLB.510525.130 - foram feitas predições das estruturas 
proteicas de MICU1 e MICU2 no T. cruzi utilizando a ferramenta ScanProsite 
(prosite.expasy.org/scanprosite/). As comparações das sequências por alinhamento 
e o desenho dos primers foram feitos com o software DNAMAN v. 7.212 (Lynnon 






3.3 Nocaute dos genes por CRISPR-Cas9 
Para a geração de linhagens celulares nocaute de TcMICU1 e TcMICU2 em 
epimastigotas de T. cruzi seguimos a metodologia descrita por Lander et al. (2015). 
Resumidamente, regiões protoespaçadoras de 20 pb, rio acima uma sequência NGG 
(protospacer adjacente motif, PAM), foram escolhidas na fase de leitura aberta de 
TcMICU1 e TcMICU2. Os protoespaçadores que apresentaram alvo no genoma do 
T. cruzi foram excluídos usando o ProtoMatch v1.0 (SIDIK et al., 2014). Os 
protoespaçadores escolhidos foram inclusos na sequência do primer forward para 
amplificar um único sgRNA específico para cada um dos locus TcMICU1 e 
TcMICU2. A confirmação da inserção da sequência numa orientação correta foi feita 
por PCR e análise do sequenciamento. Também foram desenhados conjuntos de 
oligonucleotídeos (ultrameros de 120 bp) para amplificar cassetes de DNA contendo 
o marcador de seleção blasticidina-S desaminase (BSD) flanqueado por regiões 
homólogas de 100 pb correspondentes as regiões UTRs 5' e 3' para cada gene 
TcMICU1 e TcMICU2. As construções contendo os sgRNAs específicos clonados no 
vetor Cas9/pTREX-n foram transfectadas simultaneamente com os cassetes lineares 
para induzir a reparação da quebra de dupla fita do DNA por recombinação 
homóloga em epimastigotas de T. cruzi (Figura 6). Então, os parasitas foram 
cultivados por 4 a 6 semanas (ou até conseguirmos populações resistentes estáveis) 
na presença de antibióticos (G418 e BSD) para a seleção de mutantes duplo-
resistentes. 
 
Figura 6: Estratégia utilizada para a obtenção de linhagens celulares nocaute de TcMICU1 e TcMICU2 usando o 
sistema CRISPR-Cas9: os epimastigotas de T. cruzi foram transfectados com o vetor que expressa o sgRNA 
específico para o gene de interesse (TcMICU1 ou TcMICU2) e a endonuclease Cas9-GFP juntamente com 




3.3.1 Nocaute do gene MICU1 em epimastigotas de T. cruzi 
A sequência sgRNA direcionada ao gene TcMICU1 (TryTripDB ID: 
TcCLB.511391.210) foi amplificada por PCR utilizando como DNA molde o 
plasmídeo pUC_sgRNA, contendo a sequência sgRNA principal (82 pb) (LARSON et 
al., 2013). 
Um protoespaçador específico foi escolhido (sgRNA10) para direcionar ao 
gene de TcMICU1 e inserido no primer forward (primer 10, ANEXO I) enquanto um 
primer reverso comum (primer 33, ANEXO I) foi utilizado. A reação de PCR foi 
constituída por um volume final de 50 μl, contendo: 2 μl de gDNA 20 ng/μl, tampão 
1X, MgSO4 2 mM, dNTPs 0,2 mM, primers 0,2 μM cada, enzima Platinum Taq DNA 
Polymerase High Fidelity 0,5 U (Invitrogen) e H2O estéril para acertar o volume final. 
Os tubos foram submetidos à amplificação em termociclador C1000 Touch™ (Bio-
Rad) com a seguinte programação: 2 minutos a 94°C para desnaturação do gDNA; 
15 segundos a 94°C e 20 segundos a 52°C para anelamento dos primers, 20 
segundos a 68°C para extensão da sequência, repetidos por 35 ciclos, e uma 
extensão final de 68°C por 5 minutos. 
Os primers utilizados contém sítios de restrição da enzima BamHI onde foi 
possível clonar essas sequências em sítios BamHI do vetor Cas9/pTREX-n 
(LANDER et al., 2015) rio acima ao sinal trans-splicing HX1 (VAZQUEZ; LEVIN, 
1999) após purificação dos produtos de PCR, a fim de gerar a construção molecular 
TcMICU1sgRNA/Cas9/pTREX-n. Para determinar a orientação do sgRNA no sítio 
BamHI do vetor Cas9/pTREX-n foi feita uma PCR usando o primer forward 
específico do sgRNA e um primer Rv-HX1, no qual se anelou à região HX1 do vetor. 
Diversas construções que geraram um fragmento de PCR de ~200 pb foram 
analisadas por sequenciamento.  
O cassete linear de DNA com gene de resistência à blasticidina foi obtido por 
PCR usando primers com 100 nucleotídeos das regiões UTRs 5'- e 3' (-100 até -1 e 
+910 até +1010, respectivamente) da ORF de TcMICU1 e 20 nucleotídeos de cada 
extremidade do gene de resistência à blasticidina na extremidade 5 'dos primers. O 
vetor pTREX-b foi usado como DNA molde nas reações de PCR (primers 13 e 14, 
ANEXO I).  
Após algumas semanas de seleção com os antibióticos G418 e BSD, foram 
obtidas populações resistentes de epimastigotas de T. cruzi transfectados em 
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triplicata com o sgRNA10 e cassetes lineares de DNA com gene de resistência à 
BSD. 
 
3.3.2 Nocaute do gene MICU2 em epimastigotas de T. cruzi 
A sequência sgRNA direcionada ao gene TcMICU2 (TryTripDB ID: 
TcCLB.510525.130) foi amplificada por PCR utilizando como DNA molde o 
plasmídeo pUC_sgRNA, contendo a sequência sgRNA principal (82 pb) (LARSON et 
al., 2013). 
Um protoespaçador específico foi escolhido (sgRNA14) para direcionar ao 
gene de TcMICU2 e foi inserido no primer forward (primer 12, ANEXO I) enquanto 
um primer reverso comum (primer 33, ANEXO I) foi utilizado. A reação de PCR foi 
constituída por um volume final de 50 μl, contendo: 2 μl de gDNA 20 ng/μl, tampão 
1X, MgSO4 2 mM, dNTPs 0,2 mM, primers 0,2 μM cada, enzima Platinum Taq DNA 
Polymerase High Fidelity 0,5 U (Invitrogen) e H2O estéril para acertar o volume final. 
Os tubos foram submetidos à amplificação em termociclador C1000 Touch™ (Bio-
Rad) com a seguinte programação: 2 minutos a 94°C para desnaturação do gDNA; 
30 segundos a 94°C e 20 segundos a 55°C para anelamento dos primers, 20 
segundos a 68°C para extensão da sequência, repetidos por 35 ciclos, e uma 
extensão final de 68°C por 5 minutos. 
Os primers utilizados contém sítios de restrição da enzima BamHI onde foi 
possível clonar essas sequências em sítios BamHI do vetor Cas9/pTREX-n 
(LANDER et al., 2015) rio acima ao sinal trans-splicing HX1 (VAZQUEZ; LEVIN, 
1999) após purificação dos produtos de PCR, a fim de gerar a construção molecular 
TcMICU2sgRNA/Cas9/pTREX-n. Para determinar a orientação do sgRNA no sítio 
BamHI do vetor Cas9/pTREX-n foi feita uma PCR usando o primer forward 
específico do sgRNA e um primer Rv-HX1, no qual se anelou à região HX1 do vetor. 
Diversas construções que geraram um fragmento de PCR de ~200 bp foram 
analisadas por sequenciamento. 
O cassete linear de DNA com gene de resistência à BSD foi obtido por PCR 
usando primers com 100 nucleotídeos das regiões UTRs 5'- e 3' (-100 até -1 e +910 
até +1010, respectivamente) da ORF de TcMICU2 e 20 nucleótidos de cada 
extremidade do gene de resistência à blasticidina na extremidade 5 'dos primers. O 
vetor pTREX-b foi usado como DNA molde nas reações de PCR (primers 15 e 16, 
ANEXO I).  
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Após algumas semanas de seleção com os antibióticos G418 e BSD, foram 
obtidas populações resistentes de epimastigotas de T. cruzi transfectados em 
triplicata com o sgRNA14 e cassetes lineares de DNA com gene de resistência à 
BSD. 
 
3.4 Clonagem para superexpressão de MICU1 e MICU2 em T. cruzi 
Os genes correspondentes a TcMICU1 e TcMICU2 foram amplificados por 
PCR utilizando DNA genômico (gDNA) isolados de epimastigotas tipo selvagem de 
T. cruzi (cepa Y) com primers específicos que foram desenhados contendo sítios de 
restrição que permitiram a clonagem dos genes em vetores de expressão para T. 
cruzi.  
Vetores de expressão e produtos de PCR (insertos) foram digeridos 
separadamente com enzimas de restrição (New England Biolabs) para a geração de 
extremidades coesivas. Os produtos da restrição foram separados por peso 
molecular através da eletroforese em gel de agarose. As bandas correspondentes 
aos insertos e vetores foram excisadas do gel de agarose e os fragmentos de DNA 
foram purificados utilizando o Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System 
(Promega). Após o DNA ser quantificado, utilizando o aparelho Thermo Scientific™ 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), a reação de ligação inserto/vetor foi realizada a 
4°C utilizando o LigaFast™ Rapid DNA Ligation System (Promega). Utilizando a 
fórmula ng inserto = ((100 ng vetor x tamanho do inserto em pb) / tamanho do vetor 
em pb) * razão inserto/vetor (geralmente foi utilizado 3/1, dependendo do tamanho 
do vetor e do inserto) foi calculada a quantidade de inserto em ng necessária na 
reação de ligação com 100 ng de vetor. 
 
3.4.1 Clonagem para superexpressão e localização de MICU1 em epimastigotas 
de T. cruzi 
Para geração de uma linhagem celular de epimastigotas de T. cruzi que 
superexpressam MICU1 unida a um tag ou proteínas de fusão para reconhecimento 
por um anticorpo específico, foi feita uma amplificação por PCR da sequência de 
MICU1 utilizando os primers 1 e 5 (ANEXO I) utilizando gDNA de T. cruzi Y como 
DNA molde. A reação de PCR foi constituída por um volume final de 50 μl, contendo: 
1,5 μl de gDNA 20 ng/μl, tampão 1X, MgSO4 2 mM, dNTPs 0,2 mM, primers 0,2 μM 
cada, enzima Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity 0,5 U (Invitrogen, CA, 
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EUA) e H2O estéril para acertar o volume final. Os tubos foram submetidos à 
amplificação em termociclador C1000 Touch™ (Bio-Rad) com a seguinte 
programação: 2 minutos a 94°C para desnaturação do gDNA; 20 segundos a 94°C e 
30 segundos a 57°C para anelamento dos primers, 1 minuto e 40 segundos a 68°C 
para extensão da sequência, repetidos por 35 ciclos, e uma extensão final de 68°C 
por 10 minutos. O fragmento purificado de ~1241 pb foi digerido com as enzimas de 
restrição XbaI e HindIII e clonado nos sítios de restrição XbaI e HindIII do plasmídeo 
pTREX-n-cGFP gerando TcMICU1-GFP/pTREX-n. 
Além disso, a sequência de TcMICU1 também foi amplificada utilizando os 
primers 1 e 3 com o gDNA de T. cruzi Y como DNA molde. A reação de PCR foi 
constituída por um volume final de 50 μl, contendo: 1,5 μl de gDNA 20 ng/μl, tampão 
1X, MgSO4 2 mM, dNTPs 0,2 mM, primers 0,2 μM cada, enzima Platinum Taq DNA 
Polymerase High Fidelity 0,5 U (Invitrogen, CA, EUA) e H2O estéril para acertar o 
volume final. Os tubos foram submetidos à amplificação em termociclador C1000 
Touch™ (Bio-Rad) com a seguinte programação: 2 minutos a 94°C para 
desnaturação do gDNA; 15 segundos a 94°C e 30 segundos a 59°C para 
anelamento dos primers, 1 minuto e 35 segundos a 68°C para extensão da 
sequência, repetidos por 35 ciclos, e uma extensão final de 68°C por 10 minutos. O 
fragmento purificado de ~1281 pb foi digerido com as enzimas de restrição XbaI e 
HindIII e clonado nos sítios de restrição XbaI e HindIII do plasmídeo pTREX-n 
gerando TcMICU1-2xHA/pTREX-n. 
Após o resultado das clonagens anteriores, foram feitas outras construções 
moleculares (Tabela 1) para obter a superexpressão de TcMICU1. A sequência de 
TcMICU1 foi amplificada por PCR utilizando os primers 26 e 32 (ANEXO I) e o gDNA 
de T. cruzi Y gDNA como DNA molde. O fragmento purificado de ~1281 bp foi 
digerido com as enzimas de restrição EcoRI e XhoI e clonado nos sítios de restrição 
EcoRI e XhoI do plasmídeo pTEX-n e pROCK-n. 
Numa nova amplificação por PCR, a sequência de TcMICU1 foi amplificada 
com a mesma reação e programação do termociclador já descritas anteriormente, 
alterando somente a temperatura de anelamento para 58°C, utilizando os primers 1 
e 30 (ANEXO I) e o vetor TcMICU1-2xHA/pTREX como DNA molde. O fragmento 
purificado de ~1241 bp foi digerido com as enzimas de restrição XbaI e HindIII e 
clonado nos sítios de restrição XbaI e HindIII do plasmídeo pTREX-n para gerarmos 
TcMICU1-HA/pTREX-n. Além disso, a sequência de TcMICU1 também foi 
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amplificada por PCR utilizando os primers 1 e 29 (ANEXO I) e o vetor TcMICU1-
2xHA/pTREX como DNA molde. O fragmento purificado de ~1240 bp foi digerido 
com as enzimas de restrição XbaI e XhoI e clonado nos sítios de restrição XbaI e 
XhoI do plasmídeo pTREX-n para gerarmos TcMICU1-FLAG/pTREX-n. 
 
 
Tabela 1: Resumo das construções moleculares feitas para superexpressão da proteína TcMICU1. 
 
3.4.2 Marcação C-terminal endógena mediada por CRISPR/Cas9 
Uma estratégia alternativa foi feita para confirmar a localização celular de 
TcMICU1 através da marcação C-terminal endógena (Figura 7) do gene que codifica 
as proteínas em epimastigotas de T. cruzi (LANDER et al., 2016). Um 
protoespaçador específico foi escolhido (sgRNA1) para direcionar a Cas9 ao gene 
TcMICU1 e foi inserido no primer forward (primer 17, ANEXO I) enquanto foi utilizado 
um primer reverso comum (primer 33, ANEXO I) para todos os sgRNA amplificados. 
Esses primers também contém sítios de restrição da enzima BamHI, sendo possível 
clonar essas sequências nesses sítios do vetor Cas9/pTREX-n (LANDER et al., 
2015) rio acima ao sinal trans-splicing HX1 (VAZQUEZ; LEVIN, 1999), gerando a 
construção molecular TcMICU1sgRNA1_cTag/Cas9/pTREX-n. Para determinar a 
orientação do sgRNA no sítio BamHI do vetor Cas9/pTREX-n, foi feita uma reação 
de PCR utilizando o primer forward específico do sgRNA e um primer Rv-HX1, no 
qual se anelou à região HX1 do vetor. Diversas construções que geraram um 
fragmento de PCR de ~200 pb foram sequenciadas. 
Para geração de cassetes lineares de DNA contendo uma marcação e um 
gene de resistência a determinado antibiótico que irá induzir a reparação do DNA 
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por recombinação homóloga, foi utilizada uma versão modificada do vetor 
pMOTag4H (OBERHOLZER et al., 2006) que foi descrito por (LANDER et al., 2016), 
chamado pMOTag-HX1-4H, que confere um gene de resistência a higromicina e 
marcação 3x-HA do gene de interesse. Além disso, também foi utilizado o vetor 
pMOTag23M, desenvolvido para marcação C-terminal no T. brucei (OBERHOLZER 




Figura 7: Representação esquemática das estratégias utilizadas para gerar marcação endógena na região C-
terminal em epimastigotas de T. cruzi. A) i) Mapa do vetor pMOTag-HX1-4H. O sinal trans-splicing do T. cruzi 
(HX1) está localizado entre a sequência da marcação 3xHA e o gene que confere resistência ao antibiótico 
higromicina (Hygro (R)). Os ultrameros HR1 Fw e HR2 Rv indicam os oligonucleotídeos utilizados para amplificar 
o cassete linear de DNA. As regiões de anelamento dos ultrameros para pMOTag-HX1-4H e o DNA genômico 
(gDNA) estão indicadas em preto e azul, respectivamente. ii) Uma dupla fita de gDNA clivado foi gerado pela 
Cas9 guiada pelo sgRNA, ambos expressos no plasmídeo sgRNA/Cas9/pTREX rio acima ao STOP codon do 
gene de interesse (GOI) no locus endógeno. O reparo homólogo dirigido foi induzido pela co-transfecção dos 
epimastigotas com um cassete linear de DNA, contendo regiões homólogas a região 3' do final do gene de 
interesse (azul) e a região 3' UTR (azul claro). iii) Integração da marcação 3xHA e o gene de resistência ao 
antibiótico na região 3' do gene de interesse por recombinação homóloga. Setas indicam os primers utilizados 
para conferir a inserção do cassete linear de DNA. B) i) Mapa do vetor pMOTag23M. A sequência da marcação 
3xcMyc e o gene de resistência a puromicina (Puro (R)) foram separadas pela região intergênica de tubulina do 
T. brucei (Tigr). Os painéis i-iii são similares ao A. Hygro, gene de resistência a higromicina; Puro, gene de 





Após transfecção e seleção dos epimastigotas de T. cruzi, foram extraídos 
gDNA das culturas, a fim de verificar se houve a inserção da marcação na porção C-
terminal do gene TcMICU1 por PCR. Utilizando o DNA genômico dessas linhagens 
mutantes como DNA molde junto com os primers 24 e 25 (ANEXO I). 
Outra estratégia para marcação C-terminal das proteínas endógenas MICU1 
de epimastigotas de T. cruzi utilizando o sistema CRISPR/Cas9 foi feita, utilizando 
como marcação proteínas fluorescentes “spaghetti monster” (smFPs). O mesmo 
protoespaçador específico utilizado anteriormente foi escolhido (sgRNA1) para 
direcionar a Cas9 ao gene de TcMICU1. Depois de amplificado, o sgRNA foi clonado 
no vetor Cas9/pTREX-b (LANDER et al., 2015) rio acima ao sinal trans-splicing HX1 
(VAZQUEZ; LEVIN, 1999), gerando a construção molecular 
TcMICU1sgRNA1_cTag/Cas9/pTREX-b. Para geração de cassetes lineares de DNA 
contendo a marcação com smFPs foi utilizado o vetor pMOTagSM como DNA molde 
para amplificação por PCR. Duas estratégias diferentes foram utilizadas para 
transfecção de epimastigotas de T. cruzi. Primeiro transfectamos utilizando a 
construção TcMICU1sgRNA1_cTag/Cas9/pTREX-b + cassete linear de DNA com 
smFPs. Além disso, outros parasitas também foram transfectados com a construção 
TcMICU1sgRNA1_cTag/Cas9/pTREX-n, feita anteriormente, alterando somente o 
cassete linear de DNA (com smFPs). Para verificar a inserção da marcação na 
porção C-terminal do gene TcMICU1 por PCR foi utilizado o DNA genômico dessas 
linhagens mutantes como DNA molde junto com os primers 24 e 25. 
 
3.4.3 Clonagem para superexpressão e localização de MICU2 em epimastigotas 
de T. cruzi 
Para geração de uma linhagem celular de epimastigotas de T. cruzi que 
superexpressam MICU2 unida a um tag ou proteínas de fusão para reconhecimento 
por um anticorpo específico, foi feita uma amplificação por PCR da sequência de 
MICU2 utilizando os primers 2 e 6 (ANEXO I) com gDNA de T. cruzi Y como DNA 
molde. O fragmento purificado de ~1427 bp foi digerido com as enzimas de restrição 
EcoRI e HindIII e clonado nos sítios de restrição EcoRI e HindIII do plasmídeo 
pTREX-n-cGFP, gerando a construção TcMICU2-GFP/pTREX-n. Além disso, a 
sequência de TcMICU2 também foi amplificada utilizando os primers 2 e 4, com 
gDNA de T. cruzi Y como DNA molde. O fragmento purificado de ~1467 pb foi 
digerido com as enzimas de restrição EcoRI e XhoI e clonado nos sítios de restrição 
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EcoRI e XhoI do plasmídeo pTREX-n gerando a construção TcMICU2-3xHA/pTREX-
n. 
 
3.5 Eletroforese em gel de agarose 
As eletroforeses dos fragmentos de DNA obtidos foram feitas em géis de 
agarose entre 0,8 e 1,2 % (p/v) em tampão TAE 1X (Tris 40 mM, EDTA 1 mM e 
ácido acético glacial 20 mM) e brometo de etídio numa concentração final de 0,3 
μg/ml. Os fragmentos de DNA foram corados com tampão de carregamento de gel 
10X Orange G (Orange G 0,5% e glicerol 50%) e o padrão de peso molecular 
utilizado foi 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). As corridas foram feitas entre 
80 e 120 volts. A visualização e digitalização das bandas expostas à luz ultravioleta 
foi feita utilizando o fotodocumentador UVItec Alliance Gel Documentation System 
(UVItec, Cambridge, UK). 
 
3.6 Preparação de bactérias quimicamente competentes 
Bactérias E. coli DH5α tornaram-se quimicamente competentes através do 
método com CaCl2 (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). As células foram 
inoculadas em 3 ml de meio LB e mantidas a 37ºC por 16 horas sob agitação. Após 
a incubação, as bactérias foram transferidas para frascos contendo 250 ml de meio 
LB e cultivadas por mais algum tempo, até atingirem uma densidade óptica (DO) a 
550 nm entre 0,35 e 0,6 (aproximadamente 1 hora e 30 minutos). Após isso, as 
células foram resfriadas em gelo entre 10 e 60 minutos, sendo posteriormente 
precipitadas por centrifugação a 3000 x g por 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 
descartado e o pellet foi ressuspendido em 10 ml da solução FB fria (KCl 100 mM; 
CaCl2 50 mM; CH3CO2K 10 mM e glicerol 10% p/v [pH 6,2]). As bactérias foram 
centrifugadas novamente e o sobrenadante foi descartado, sendo o precipitado 
homogeneizado em 3 ml da solução FB fria. As células foram então divididas em 
alíquotas de 100 μl em tubos de 1,5 ml estéreis e armazenadas a -80ºC.  
 
3.7 Transformação de bactérias quimicamente competentes 
Transformações utilizando bactérias E. coli DH5α quimicamente competentes 
comercias foram feitas de acordo com o manual do fabricante. Já as alíquotas de 
células competentes preparadas, como descrito anteriormente, foram incubadas com 
5 μl de DNA plasmidial ou produtos de ligações por 30 minutos em gelo. Em seguida 
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as células foram submetidas a choque térmico (42 °C por 50 segundos) e 
imediatamente colocadas no gelo por 10 minutos. Após isso, foram adicionados 500 
μl de meio SOC (triptona 2%; extrato de leveduras 0,5%; NaCl 10 mM; KCl 2,5 mM; 
MgCl2 10 mM; MgSO4 10 mM e glicose 10 mM) e as células foram incubadas a 37 °C 
por uma hora sob agitação (200 rpm). As bactérias foram semeadas em placas de 
Petri contendo meio LB com ágar (triptona 10 g/l; extrato de levedura 5 g/l; NaCl 10 
g/l; ágar 15 g/l e ampicilina 100 μg/ml para seleção das bactérias, pois os vetores 
utilizados possuem gene de resistência a esse antibiótico) e incubadas a 37ºC por 
16 horas.  
 
3.8 Análise de restrição e sequenciamento 
 Todos os recombinantes ou construções moleculares foram analisadas 
usando as enzimas de restrição específicas compradas no New England Biolabs, 
seguindo as instruções do fabricante. Os clones positivos (aqueles que liberaram 
insertos do tamanho esperado) foram enviados para o serviço de sequenciamento 
do LACTAD (http://www.lactad.unicamp.br), na UNICAMP, para verificar a clonagem, 
assim como suas orientações nos vetores através de primers apropriados. Os 
sequenciamentos foram feitos pelo método de Sanger no equipamento 3730xl DNA 
Analyzer (Thermo Fisher). As análises dos sequenciamentos foram feitas utilizando 
o software DNAMAN v. 7.212 (Lynnon Corp. Quebec, Canada).  
 
3.9 Transfecção de epimastigotas de T. cruzi 
As transfecções foram realizadas como descrito anteriormente (LANDER et 
al., 2015). Epimastigotas de T. cruzi (4x107 células) foram lavados com tampão 
fosfato salino (PBS [pH 7,4]) à temperatura ambiente e ressuspendidos em solução 
CytoMix fria (HEPES 25 mM; KCl 120 mM; CaCl2 0,15 mM; K2HPO4 10 mM; EDTA 2 
mM; 5 mM MgCl2 5 mM [pH 7,6]) e transferidos para cubetas de eletroporação 4 mm 
contendo 25 ug de cada construção de DNA. As cubetas com células e DNA foram 
mantidas no gelo por 10 minutos antes dos 3 pulsos (1,500 V, 25 μF) aplicados 
usando o aparelho Gene Pulser Xcell™ Electroporation System (Bio-Rad). Após isso 
as cubetas foram mantidas em temperatura ambiente por 15 minutos para 
recuperação das células. Enquanto isso, 5 ml de meio suplementado com SFB 
inativado à 20% foi adicionado em garrafas T25 sem filtro. Todo volume das cubetas 
foram transferidos para as garrafas de cultura e, então, incubadas a 28°C. As 
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linhagens celulares estáveis foram obtidas e mantidas sob uma ou mais drogas de 
seleção (G418 250 μg/ml, blasticidina 10 μg/ml, higromicina 350 μg/ml e/ou 
puromicina 5 μg/ml), adicionadas 24 horas após a transfecção. Até as linhagens 
celulares estáveis serem obtidas, o meio LIT foi suplementado com SFB inativado à 
20%.  
 
3.10 Western blot 
As análises de Western blot foram feitas de acordo com o protocolo já 
descrito anteriormente (LANDER et al., 2010). Os epimastigotas de T. cruzi foram 
lavados duas vezes com PBS e ressuspendidos em tampão de 
radioimunoprecipitação (RIPA: NaCl 150 mM; Tris-HCl 20 mM [pH 7,5]; EDTA 1 mM; 
SDS 1%, Triton X-100 0,1%) com uma mistura de inibidores de proteases de células 
de mamíferos (Sigma P8340 1:250), EDTA 1mM, fluoreto de fenilmetilsulfonilo 1mM, 
tosil fenilalanil clorometil cetona (TPCK) 2,5 mM, N- (trans-epoxisuccinil)-L-leucina 4-
guanidinobutilamida (E64) 100 μM e nuclease Benzonase (25 U/ml de cultura). Após 
isso, as células foram incubadas no gelo por 1 hora. A lise celular foi verificada no 
microscópio e as concentrações de proteínas foram determinadas pelo ensaio de 
ácido bicinconínico (BSA protein assay, Pierce) no equipamento Spectramax M3 
(Molecular Devices, USA).  30 µg de proteínas de cada linhagem lisada foram 
misturadas com tampão de amostra 6X Laemmli e analisadas por SDS-PAGE em 
géis 8%, 10% ou 12%. As proteínas separadas foram transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) com o aparelho Bio-Rad Trans-blot. As 
membranas foram bloqueadas com 5% de leite em pó desnatado em PBST (PBS 
contendo 0,1% (v/v) de Tween 20) durante a noite toda a 4°C. No dia seguinte as 
membranas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente com anticorpos 
primários (anticorpo policlonal anti-GFP [Sigma - diluição 1:100], anticorpo 
monoclonal anti-HA [Thermo Scientific - diluição 1:5.000], anti-C-Myc [Santa Cruz 
Biotechnology1:100], anticorpo policlonal de coelho anti-Flag [Sigma – 1:500] ou 
anticorpo monoclonal anti-tubulina (Sigma - 1:40.000). Após três lavagens com 
PBST, as membranas foram incubadas com anticorpos secundários apropriados por 
1 hora em temperatura ambiente, ou seja, anti-coelho de cabra conjugado com a 
enzima horseradish peroxidase (HRP) (1:10.000) ou anti-camundongo de cabra 
conjugado com HRP (1:10.000). As membranas foram lavadas três vezes com PBST 
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e as imagens foram obtidas e processadas através do C-DiGit® Blot Scanner (LI-
COR Biosciences).  
 Após obtenção das imagens, os anticorpos primários e secundários foram 
removidos das membranas permitindo que fossem feitas novas revelações com 
anticorpos diferentes. Para isso as membranas foram incubadas com tampão 
stripping (glicina 100 mM [pH 2,5], NaCl 200 mM, tween 20 0.1% (v/v), 0.1% e β-
mercaptoethanol 0.1% (v/v)) sob agitação a 50°C por 30 minutos. Então, as 
membranas foram lavadas com PBST três vezes por 10 minutos e incubadas 
novamente com anticorpos primários e secundários, como descrito anteriormente. 
 
3.11 Curva de crescimento 
 O crescimento in vitro dos epimastigotas foi determinado por contagem 
celular em câmara de Neubauer diariamente durante 10 dias. As culturas de células 




 Para marcação e co-localização mitocondrial, 2 a 3 ml de uma cultura de 
epimastigotas de T. cruzi numa densidade de 5 x 106 células/ml foram incubados por 
30 minutos a 28ºC com Mitotracker Deep Red FM 50 nM (Invitrogen) em meio LIT. 
Após isso, os parasitas foram lavados com PBS e fixados com paraformaldeído 4% 
em PBS por 1 hora em temperatura ambiente. As células foram aderidas em 
lamínulas revestidas de poly-L-lisina (1 mg/ml) e então permeabilizadas por 5 
minutos com Triton X-100 0,1% em PBS. As células permeabilizadas fixadas foram 
bloqueadas por uma hora à temperatura ambiente com PBS contendo NH4Cl 100 
Mm, BSA 3%, gelatina de peixe 1% e soro de cabra 5%. Após isso, as células foram 
incubadas com anticorpos primários (anticorpo policlonal anti-GFP [Sigma - 1:100], 
anticorpo monoclonal anti-HA [Thermo Scientific - 1:500]), anticorpo monoclonal anti-
C-Myc [Santa Cruz Biotechnology1:10] ou anticorpo policlonal de coelho anti-
TbVDAC foi doado pelo Dr. Minu Chaudhuri, USA) em PBS com BSA 1% (pH 8,0) 
por 1 hora em temperatura ambiente. O excesso de anticorpo primário das células 
foi removido lavando-as com PBS contendo BSA 1% (pH 8,0) por 3 vezes durante 5 
minutos e, então, as células foram incubadas por uma hora à temperatura ambiente 
no escuro com anticorpos secundários (anti-coelho de cabra conjugado com Alexa 
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Fluor 488 (Thermo Scientific - 1:1000) ou anti-camundongo de cabra conjugado com 
Alexa Fluor 488 (Thermo Scientific - 1:1000) diluídos em PBS com BSA 1% (pH 8,0). 
Após a segunda incubação as células foram lavadas para montagem das lâminas. 3 
μl de DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol - Sigma) 5 μg/ml foi adicionado ao meio de 
montagem para corar o DNA e cinetoplasto das células. Os controles de anticorpos 
secundários foram feitos como descrito acima, mas sem a presença do anticorpo 
primário. Imagens ópticas com contraste de interferência diferencial e de 
fluorescência foram capturadas em condições não saturadas com um microscópio 
confocal Leica TCS SP5 II, com a objetiva de 100x/1.44 e o software LAS AF (Leica, 
Wezlar, Alemanha) no LACTAD (http://www.lactad.unicamp.br), na UNICAMP, para 
obtenção e processamento das imagens. Além disso, também foi utilizado o 
microscópio de fluorescência Nikon Eclipse 80i para conferir as marcações. 
 
3.13 População clonal 
 Para obter populações clonais de epimastigotas de T. cruzi foram feitas 
diluições seriadas em meio LIT sem soro fetal bovino, de modo que a cultura inicial 
tenha 1 x 107 células/ml e em seguida 2,5 x 105, 2,5 x 103 e 2,5 x 101 células/ml, 
respectivamente. Por fim, diluímos (1:10) em meio condicionado (soro fetal bovino 
20%, sobrenadante de cultura de epimastigotas WT em meio LIT [densidade 1-2 x 
107 células/ml] centrifugado e esterilizado por filtração 40%, meio LIT fresco 40% e 
antibióticos de seleção específicos) a fim de obtermos uma concentração final de 2,5 
células/ml. 200 μl dessa diluição foram adicionados em cada poço de uma placa de 
cultura de 96 poços (0,5 parasitas/poço).  Após 15 dias adicionamos 80 μl de meio 
LIT SFB 20% em cada poço para manutenção das células e, após mais 15 dias, 
visualizamos os poços e procuramos por epimastigotas de T. cruzi. Os poços com 
quantidade suficiente de células foram transferidos para uma placa de cultura com 
24 poços contendo 2ml de meio LIT SFB 20%. Fizemos extração de gDNA das 
células nos poços e verificamos a presença ou ausência do gene de interesse por 
PCR. 
 
3.14 Extração e purificação de DNA genômico 
As extrações de DNA genômico dos epimastigotas de T. cruzi foram feitas de 
acordo com protocolo já descrito anteriormente  (MEDINA-ACOSTA; CROSS, 1993). 
As células (1,5 ml da cultura) foram precipitadas por centrifugação a 1000 x g por 10 
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minutos em temperatura ambiente e lavadas com PBS estéril (pH 7,4). Após serem 
centrifugadas novamente, o sobrenadante foi retirado e o precipitado formado foi 
ressuspendido cuidadosamente com tampão de lise (TELT: Tris-HCl 50 mM [pH8,0], 
EDTA 62,5 mM [pH 9,0], LiCl 2,5 mM e Triton X-100 4% v/v). O tubo foi deixado em 
temperatura ambiente por 5 minutos e, em seguida, foram adicionados 300 µl de 
fenol-clorofórmio. Após o tubo ser vertido fortemente e deixado em repouso por 5 
minutos, as fases foram separadas por centrifugação a 13000 x g por 5 minutos. 
A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, onde foram adicionados 600 
µl de EtOH 100%. O tubo foi vertido novamente e centrifugado por 10 minutos. O 
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 1 ml de EtOH 70%, sendo 
centrifugado por mais 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e o tubo ficou aberto 
num bloco térmico à 37ºC até secar completamente. Após isso, foram adicionados 
100 µl de tampão TE (Tris-HCl 10 mM [pH8,0], EDTA 1 mM [pH 8,0]) com 20 µg/ml 
de ribonuclease pancreática (RNAse) ao tubo, que foi vertido e incubado a 37ºC por 
30 minutos. 
 
3.15 Southern blot 
 Para confirmar a ausência dos genes de interesse em parasitas TcMICU1-KO 
e TcMICU2-KO foi usada a técnica de Southern blot. DNA genômico dos 
epimastigotas foi extraído e purificado por fenol-clorofórmio seguindo os passos já 
descritos anteriormente. Aproximadamente 25 µg de DNA genômico de TcMICU1-
KO foi digerido com PvuII, enquanto que o DNA genômico de TcMICU2-KO foi 
digerido com HindIII. As enzimas foram escolhidas previamente por análise in silico. 
Como controle positivo, extrações de DNA genômico da linhagem selvagem também 
foram digeridas com as respectivas enzimas. Após isso, os fragmentos das 
digestões foram separados num gel de agarose 0,8% e transferidos para uma 
membrana de nylon. A membrana foi hibridizada com sondas marcadas com biotina 
que reconhecem ~430 nt do gene TcMICU1 (Figura 8A) e ~436 nt do gene TcMICU2 
(Figura 8B) que foram substituídos pelo gene de BSD (TcMICU1: +655 até +1085 nt 
e TcMICU2: +195 até +631 nt). As sondas para o gene TcMICU1 foram obtidas por 
PCR utilizando os primers 27 e 28 (ANEXO I) com o vetor TcMICU1-2xHA/pTREX-n 
como DNA molde. Para o gene TcMICU2, por sua vez, foram utilizados os primers 
38 e 39 com o vetor TcMICU2-2xHA/pTREX-n como DNA molde. As sondas foram 
marcadas utilizando o kit North2South™ Biotin Random Prime (Thermo Scientific) de 
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acordo com o manual do fabricante. Já a hibridização, lavagem e detecção foram 
feitas utilizando o kit North2South™ Chemiluminescent Hybridization and Detection 
(Thermo Scientific), também de acordo com as recomendações do fabricante. A 
detecção foi feita utilizando o fotodocumentador UVItec Alliance Gel Documentation 




Figura 8: Estratégias para análise por Southern blot. A) Estratégia utilizada com gDNA das linhagens WT e 
MICU1-KO para digestão com a enzima de restrição PvuII e posterior detecção do fragmento de ~1000 nt com 
uma sonda marcada com biotina. B) Estratégia utilizada com gDNA das linhagens WT e MICU2-KO para 
digestão com a enzima de restrição HindIII e posterior detecção do fragmento de ~1850 nt com uma sonda 
marcada com biotina. 
 
Além disso, sondas que reconhecem o gene de BSD também foram utilizadas 
com as linhagens TcMICU1-KO, TcMICU2-KO e WT (controle negativo). 
Primeiramente, 25 ug de DNA genômico de TcMICU1 (Figura 9A) foi digerido com 
HindIII, assim como o DNA genômico de TcMICU2 (Figura 9B) e WT. A enzima foi 
escolhida previamente por análise in silico. Após isso os fragmentos das digestões 
foram separados num gel 0,8% e transferidos para uma membrana de nylon. A 
membrana foi hibridizada com sondas marcadas com biotina correspondentes a 
região onde foi inserido o gene de BSD (TcMICU1: -5505 até +1579 nt e TcMICU2: -
802 até +1719 nt). As sondas (568 nt) foram obtidas por PCR utilizando os primers 
40 e 41 (ANEXO I) com o vetor pTREX-b como DNA molde. A marcação das 
sondas, hibridização e detecção foram feitas com os mesmos kits e procedimentos 













Figura 9: Estratégia para análise por Southern blot do gene BSD. A) Estratégia utilizada com gDNA das 
linhagens WT e MICU1-KO para digestão com a enzima de restrição HindIII e posterior detecção do fragmento 
de ~6263 nt com uma sonda marcada com biotina. B) Estratégia utilizada com gDNA das linhagens WT e 
MICU2-KO para digestão com a enzima de restrição HindIII e posterior detecção do fragmento de ~2921 nt com 
uma sonda marcada com biotina. 
 
3.16 Metaciclogênese 
Nós seguimos um protocolo já descrito anteriormente (BOURGUIGNON; DE 
SOUZA; SOUTO-PADRÓN, 1998; CONTRERAS et al., 1985), com algumas 
modificações. Epimastigotas de T. cruzi foram obtidos após 4 dias em meio LIT e 
lavados duas vezes em 10 ml de meio Triatome Artificial Urine (TAU: NaCl 190 mM, 
KCl 17 mM, MgCl2 2 mM, CaCl2 2 mM, bicarbonato de sódio 0.035% e fosfato 8 mM 
[pH 6.9]) em temperatura ambiente. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 1 ml 
de meio TAU e incubado a 28ºC por duas horas sem nenhuma agitação. Após esse 
período de estresse, os parasitas foram incubados por 96 horas em meio TAU3AAG 
(meio TAU suplementado com L-prolina 10 mM, glicose 10 mM, ácido glutâmico 50 
mM) numa garrafa deitada a 28ºC sendo utilizados posteriormente para preparação 
das lâminas. 
As lâminas foram marcadas com DAPI para visualização do formato e 
localização do núcleo e cinetoplasto dos parasitas, podendo então diferenciar 
visualmente as formas epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos. Os 
epimastigotas apresentam um núcleo esférico, o flagelo se projeta da metade do 
corpo do parasita e o cinetoplasto possui formato de disco, em posição anterior ao 
núcleo. Os tripomastigotas metacíclicos, por sua vez, apresentam um núcleo 
alongado com o flagelo emergindo da extremidade posterior da célula associado ao 
cinetoplasto esférico (FERREIRA et al., 2008). Células de vinte campos aleatórios de 
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três experimentos independentes foram analisadas (objetiva 100X) no microscópio 
de epifluorescência Nikon Eclipse 80i. 
 
3.17 Captação de Ca2+ mitocondrial 
A captação de Ca2+ pelas mitocôndrias de epimastigotas permeabilizados foi 
verificada determinando as variações de fluorescência usando os probes Calcium 
Green-5N (Thermo Fisher) nos comprimentos de onda 506-532 nm ou Fluo-4 
(Thermo Fisher) nos comprimentos de onda 494-520 nm no espectroflurímetro 
Hitachi F7000. As células foram centrifugadas a 1000 x g por 7 minutos e lavadas 
duas vezes com o tampão gelado A com glicose (BAG: NaCl 116 mM, KCl 5,4 mM, 
MgSO4 0,8 mM, D-glucose 5,5 mM e HEPES 50 mM [pH 7.0]). Os epimastigotas 
foram ressuspendidos numa densidade final de 1 x 109 células/ml em BAG e 
mantidos no gelo. Antes de cada experimento foram adicionados 50 μl de 
epimastigotas de T. cruzi (5 x 107 células) ao meio de reação (sacarose 125 mM, 
KCl 65 mM, HEPES 10 mM, MgCl2 1 mM, K2HPO4 2,5 mM [pH 7.2]) contendo 
succinato 5 mM, EGTA 50 µM e Calcium Green-5N 0,5 mM para altas adições de 
Ca2+, por ter menor afinidade pelo Ca2+ ou Fluo-4 0,5 mM para baixas concentrações 
de Ca2+, por ter maior afinidade pelo Ca2+.  
A captação de Ca2+ pelas mitocôndrias é iniciada com uma adição de 
determinada concentração de Ca2+ livre previamente calculada utilizando o 
programa Maxchelator Ca-EGTA Calculator v1.2 
(maxchelator.stanford.edu/CaEGTA-NIST.htm), onde se insere o valor de Ca2+ livre 
desejado e a quantidade de EGTA que será utilizada, assim o programa fornece 
qual o valor total de Ca2+. A partir desse valor total de Ca2+ é subtraído o valor de 
Ca2+ “contaminante”, ou seja, o Ca2+ que já está presente na cubeta após adição do 
meio de reação, succinato e o probe.  
Para calcular o valor de Ca2+ “contaminante” foi feita uma adição de 0,5 mM 
de EGTA para encontrar a fluorescência mínima (Fmin) e uma adição de 1 mM de 
CaCl2 para encontrar a fluorescência máxima (Fmax) numa cubeta somente com meio 
de reação e reagentes. As leituras de fluorescência mitocondrial foram convertidas 
em níveis de concentração de Ca2+ (em μM) de acordo com a equação: [Ca2+]= 
Kd*((Fmin)/(Fmax-F)). Por fim, consideramos o valor de 19 μM de Ca2+ “contaminante”. 
As leituras de fluorescência medidas durante os experimentos de transporte 
de Ca2+ mitocondrial também foram convertidas em níveis de Ca2+ (em μM) de 
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acordo com a equação: [Ca2+]= Kd*((Fmin)/(Fmax-F)), onde F foi considerado o valor 
fluorescência após adição de CaCl2. 
A taxa relativa de absorção de cálcio foi calculada como o valor absoluto da 
inclinação do ajuste de regressão linear na faixa linear do sinal fluorescente (300 - 
350 segundos). As taxas relativas de absorção de cálcio foram normalizadas para as 
linhagens controle. 
Após a adição da concentração de Ca2+ livre, foram adicionados 50 µM de 
digitonina para permeabilização das células e, após um tempo, foram adicionados 4 
μM de FCCP, resultando em aumento da fluorescência como consequência da 
liberação de Ca2+. 
 
3.18 Determinação relativa do potencial elétrico de membrana mitocondrial 
(ΔΨm)  
O potencial de membrana mitocondrial foi monitorado através da medida das 
alterações de fluorescência da safranina O utilizando o espectrofluorímetro Hitachi 
modelo F7000, nos comprimentos de onda de excitação e emissão de 495 e 596 
nm, respectivamente (FIGUEIRA et al., 2012). Epimastigotas de T. cruzi (5 x 107 
células) foram incubados a 28ºC com meio de reação contendo succinato 5 mM, 
BSA 0,2%, EGTA 50 µM e safranina 5 μM. Os traçados foram iniciados com uma 
adição de 50 μM de digitonina para permeabilização das células. ADP (250 μM), 
CAT (0,5 μM) e FCCP (4 μM) foram adicionados em diferentes pontos, dependendo 
da análise. 
Para determinar o potencial de membrana relativo, as alterações na 
fluorescência entre 300 e 900 segundos em células mutantes foram expressas em 
relação às células controle, considerando a mudança de fluorescência dos parasitas 
controle como 1. 
Para calcular as mudanças na fluorescência após a adição de ADP, foram 
subtraídos o maior e o menor ponto após a adição. O valor encontrado nas células 
controle foi considerado 1 e assim pode-se calcular o valor relativo das células 
mutantes. 
 
3.19 Consumo de Oxigênio 
A taxa de consumo de oxigênio em epimastigotas permeabilizados foi medida 
usando um oxígrafo de alta resolução (Oroboros Oxygraph-2k, Innsbruck, Austria) 
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com o software DatLab 4 para aquisição e análise dos dados, calibrado conforme o 
manual do fabricante. As células (1 x 108) foram incubadas a 28°C em câmara de 2 
ml contendo meio de reação (sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM, MgCl2 
1 mM, K2HPO4 2,5 mM [pH 7.2]), succinato 5 mM, BSA 0,2% e EGTA 50 µM sob 
agitação constante. Após estabilização foram adicionados 25 µM de digitonina para 
permeabilização das células. Após medir o consumo de O2 basal, a respiração 
ligada a fosforilação oxidativa (também conhecida como estado 3) foi elucidada pela 
adição de adenosina difosfato (ADP) 100 µM. Então, 1 µg/ml de oligomicina (oligo) 
foi adicionado para cessar a fosforilação pela ATP sintase, desacelerando o 
consumo de O2 (estado 4). A velocidade máxima da cadeia respiratória foi medida 
após adição de 1 µM de carbonil cianeto 4-trifluorometo xifenil hidrazona (FCCP).  
A taxa de consumo de oxigênio foi calculada como a derivada de tempo 
negativo da concentração de oxigênio medida na câmara fechada do oxígrafo e 
expressa por mg de proteína. Os dados foram registrados em intervalos de 2 
segundos e 20 pontos de dados foram usados para calcular a inclinação do gráfico 
através de um ajuste polinomial no software DatLab 4, como descrito anteriormente 
(PESTA; GNAIGER, 2012). O controle respiratório (CR) foi calculado como a razão 
entre as velocidades de respiração nos estados 3 e 4.  
 
3.20 Autofagia 
 Expressão do marcador de autofagia TcATG8.1 e formação de 
autofagossomas em epimastigotas de T. cruzi no meio LIT e em condições de 
escassez de nutrientes foram estimados por imunofluorescência utilizando o 
anticorpo anti-TcATG8.1, como descrito anteriormente (ALVAREZ et al., 2008). Para 
indução da escassez de nutrientes, parasitas em fase exponencial foram lavados 
duas vezes com PBS (pH 7,4) e ressuspendidos no mesmo tampão numa 
concentração de 5 x 107 células/ml. Após isso, os parasitas foram incubados a 28°C 
por 16 horas, como descrito (ALVAREZ et al., 2008) sendo utilizados posteriormente 
para análise por imunofluorescência utilizando o anticorpo policlonal de coelho anti-
TcATG8.1 doado pelo Dr. Vanina Alvarez, Argentina (1:100)  para detecção de 
autofagossomas nos parasitas. Células de campos aleatórios de três experimentos 





3.21 Razão AMP/ATP 
Células em fase exponencial submetidas a escassez de nutrientes (ver 
metodologia anterior) e células em meio rico (LIT) foram centrifugadas a 1000 x g 
por 7 minutos e lavadas duas vezes com o tampão A gelado (NaCl 116 mM, KCl 5,4 
mM, MgSO4 0,8 mM e HEPES 50 mM [pH 7.0]). Após serem lavadas, as células 
foram ressuspendidas em 100 µl de tampão A e então lisadas no gelo por 30 
minutos após a adição de 150 μl de HClO4 (fresco e frio). Os lisados foram 
neutralizados (~pH 6,5) com a adição de 60 μl de KHCO3 0,6M e KOH 0,72M. Um 
precipitado foi formado e os tubos foram deixados abertos por 15 minutos no gelo 
para desgaseificação. As amostras foram centrifugadas (1000 x g por 5 minutos a 
4°C) e o sobrenadante foi separado e colocado em novos tubos para determinação 
dos nucleotídeos de adenina. ATP, ADP e AMP nas amostras extraídas foram 
quantificados por um ensaio de bioluminescência de luciferina-luciferase no 
equipamento Spectramax M3 (Molecular Devices, USA) conforme descrito 
(JANSSON; JANSSON, 2003; SPIELMANN; JACOB-MÜLLER; SCHULZ, 1981), 
com algumas modificações.  
O Kit de Determinação de ATP (Invitrogen) foi utilizado de acordo com o 
manual do fabricante com adenilato quinase e/ou nucleosídeo difosfato quinase 
(NDK, Sigma). Para determinar a quantidade de nucleotídeos de adenina, quatro 
medidas foram feitas em três reações diferentes para cada amostra por 
determinação do ponto final da concentração de ADP: uma reação sem adição de 
qualquer enzima geradora de ATP (para ATP), outra reação adicionando NDK (para 
ATP + ADP) e uma terceira reação adicionando adenilato quinase e NDK (para ATP 
+ ADP + AMP). A quantidade de ADP foi obtida subtraindo o valor de ATP do valor 
(ATP + ADP) e a quantidade de AMP foi calculada pela diferença entre o conteúdo 
(ATP + ADP + AMP) e o conteúdo (ATP + ADP). A razão AMP/ATP foi determinada 
para cada mutante nocaute e seu controle.    
 
3.22 Análise Estatística 
Os dados experimentais foram analisados utilizando os softwares GraphPad 
Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA) e OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, 
Northampton, USA). Os dados estão representados como a média ± desvio padrão 
(SD) de pelo menos três experimentos independentes (n está indicado nas legendas 
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das figuras) e o nível de significância foi avaliado pelo Student’s t test. As diferenças 



































4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Predições das estruturas proteicas de MICU1 e MICU2 no T. cruzi 
 Foram feitas predições das estruturas proteicas de MICU1 (Figura 10A) e 
MICU2 (Figura 10B) do T. cruzi. As arquiteturas putativas dos domínios proteicos 
mostram a presença do domínio de sinal de endereçamento mitocondrial (MTS) e os 
domínios EF-hands (EF) de cada proteína, onde apenas alguns possuem sítios de 
ligação ao Ca2+.  
Além disso, pode-se observar a presença de um resíduo de cisteína na região 
C-terminal de cada proteína, indicando uma possível ligação entre elas no T. cruzi, 
assim como já foi descrito em células HeLa, onde formam um dímero através de 
uma ligação dissulfeto (PATRON et al., 2014). Ademais, estudos recentes sugerem 






Figura 10:  Representação putativa das arquiteturas dos domínios proteicos de MICU1 (A) e MICU2 (B) no T. 
cruzi, mostrando os domínios de sinal de endereçamento mitocondrial (MTS), os EF-hands (EF) e os sítios de 
ligação ao Ca2+ (círculos verdes). Ao final da região C-terminal pode-se ver a sequência de cisteína presente em 
ambas arquiteturas, indicando uma possível ligação por pontes dissulfeto entre essas proteínas no T. cruzi. As 
predições foram feitas utilizando a ferramenta ScanProsite. 
 
4.2 Nocaute do gene MICU1 em epimastigotas de T. cruzi 
Após cerca de cinco semanas de seleção com os antibióticos G418 e 
blasticidina, foram obtidas populações resistentes de epimastigotas de T. cruzi 
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transfectados em triplicata. Uma PCR com DNA genômico extraído das culturas 
celulares transfectadas (Figura 11) foi feita, onde foi observado que a garrafa #2 
apresentou uma predominância de células nocaute de TcMICU1. Sendo assim, 
seguimos os experimentos somente com essa cultura de células. 
 








Figura 11: Nocaute do gene MICU1 em epimastigotas de T. cruzi. A) Representação esquemática da estratégia 
utilizada para gerar a linhagem mutante TcMICU1-KO através do sistema CRISPR/Cas9, induzindo 
recombinação homóloga. Uma dupla fita de gDNA foi clivada pela Cas9 na região nt +70 da ORF de TcMICU1. O 
DNA foi reparado por um cassete linear de DNA com um gene de resistência a BSD contendo uma região 
homóloga de ~500 pb das UTRs do locus de TcMICU1. B) Estratégia das reações de PCR utilizada para checar 
a substituição de TcMICU1 pelo gene de BSD. As setas representam os primers 20 e 21 (ANEXO I), onde a 
amplificação nos mostra se o gene de TcMICU1 permanece intacto (1544 pb) ou houve a substituição pelo gene 
de BSD (722 pb). C) Produtos de PCR obtidos de diferentes linhagens celulares foram analisados por 
eletroforese em gel de agarose 1%, onde podemos ver que a população da garrafa MICU1-KO #2 possui maior 
proporção de células nocauteadas. L, 1-kb plus ladder; 1, selvagem; 2, garrafa #1; 3, garrafa #2; 4, garrafa #3, 4, 






4.3 População clonal TcMICU1-KO 
Diluições seriadas foram feitas a fim de obter populações clonais de 
TcMICU1-KO em placas de 96 poços e, em seguida, 24 poços, como descrito 
anteriormente, para posterior análise fenotípica uma população que seja 
inteiramente nocaute de TcMICU1. Após três meses foi possível obter uma 
quantidade suficiente de parasitas em alguns poços, onde foram extraídos DNA 
genômico para conferir o nocaute de TcMICU1 nessas populações clonais por PCR 
(Figura 12) utilizando os primers 20 e 21 (ANEXO I).  
 





Figura 12: População clonal TcMICU1-KO. Produtos de PCR obtidos de diferentes linhagens celulares utilizando 
os primers 20 e 21 (ANEXO I) com gDNA de populações clonais foram analisados por eletroforese em gel de 
agarose 1%. A partir desse resultado pode-se ver que todos os poços analisados possuem populações clonais 
com nocaute de TcMICU1. As células selvagens foram utilizadas como controle para o tamanho esperado do 
gene intacto (1544 pb), enquanto que as populações clonais apresentam amplificação de 722 pb. L, 1-kb plus 
ladder; WT, selvagem; as letras e números representam os poços na placa de 96 poços de onde foram obtidas 
as populações clonais. As setas indicam o tamanho dos produtos de PCR. 
 
 Após a confirmação do nocaute de TcMICU1 nas populações clonais 
analisadas, três delas foram transferidas para garrafas de cultura, onde foram 
cultivadas por cerca de dois meses até a obtenção de células suficientes para uma 
nova extração de DNA genômico e PCR. As populações clonais TcMICU1-KO foram 
confirmadas, sendo então uma delas escolhida para continuação dos experimentos, 
que incluí a análise fenotípica da linhagem mutante nocaute TcMICU1, agora 
chamada MICU1-KO. 
  
4.4 Confirmação do nocaute da população clonal TcMICU1-KO 
 Após uma das culturas ser escolhida para a análise fenotípica, mais algumas 
estratégias para conferir o nocaute por PCR foram feitas. As reações utilizadas 
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foram as mesmas como já descritas anteriormente, havendo somente alteração na 
combinação de primers utilizados. Na Figura 13A foram utilizados os primers 20 e 21 
(ANEXO I), que amplificaram 1544 pb no gDNA das células selvagens, mostrando o 
tamanho esperado do gene intacto, assim como amplificaram 722 pb nas células 
MICU1-KO, mostrando que o gene dessa linhagem realmente foi substituído pelo 
cassete linear de DNA com gene de resistência a blasticidina.  
 Para conferir que o gene de blasticidina realmente foi inserido no locus do 
gene de TcMICU1 foi feita uma reação de PCR utilizando os primers 37 e 21. Não 
houve amplificações no gDNA das células selvagens (Figura 13B), tendo em vista 
que esses parasitas não apresentam esse gene. Na linhagem MICU1-KO, por sua 
vez, houve amplificação de 527 pb referentes a inserção desse gene no locus de 
TcMICU1. 
 Sendo assim, foi confirmado por PCR que essa população clonal escolhida é 
realmente nocaute para TcMICU1. 
 
 
Figura 13: Confirmação do nocaute do gene MICU1 por PCR. Estratégia e produtos de PCR obtidos por 
combinações de primers, utilizando gDNA das células WT e gDNA da população clonal TcMICU1-KO escolhida 
analisados por eletroforese em gel de agarose 1%. A) Combinação dos primers 20 e 21, resultando em 
amplificação do gene intacto nas células WT (1544 pb) e amplificação do gene nocauteado (722 pb). B) 
Combinação dos primers 37 e 21, resultando em amplificação do gene de BSD presente no locus de TcMICU1 





722 bp 527 bp




Para obter uma confirmação adicional da deleção do gene TcMICU1, foi feita 
uma análise que permite verificar se uma determinada sequência de DNA está 
presente ou não em uma amostra de DNA, o Southern blot. 
 Após a detecção das sondas marcadas com biotina, foi possível confirmar 
que o gene TcMICU1 está ausente no gDNA da linhagem TcMICU1-KO (Figura 14). 
Como controle positivo usamos a linhagem selvagem que possui o gene de 
interesse. As bandas detectadas foram do tamanho estimado (ver figura 8A – 
MATERIAL E MÉTODOS) na análise in silico ao usar as enzimas de restrição 
específicas.  
 
Figura 14: Southern blot para conferir a ausência do gene MICU1. TcMICU1 está ausente no DNA genômico da 
linhagem MICU1-K (KO) e presente na linhagem selvagem (WT). Foi utilizado como sonda um fragmento de 430 
nt marcado com biotina. A seta indica a banda estimada de ~ 1000 pb.  
 
A linhagem TcMICU1-KO também foi analisada para confirmar a presença do 
gene BSD, existente no cassete linear que deveria ser inserido para reparação por 
recombinação homóloga da dupla fita de DNA que foi clivada pela Cas9.  Após 
a detecção das sondas marcadas com biotina, foi possível confirmar que o gene 
BSD está presente no gDNA da linhagem TcMICU1-KO (Figura 15). Como controle 
negativo usamos a linhagem selvagem que não possui o gene de interesse. As 
bandas detectadas foram do tamanho estimado (ver figura 9A - MATERIAL E 





Figura 15: Southern blot para conferir a presença do gene BSD. BSD está presente no DNA genômico da 
linhagem MICU1-KO (KO) e ausente na linhagem selvagem (WT). Foi utilizado como sonda um fragmento de 
568 nt marcado com biotina. A seta indica a banda estimada de ~ 6263 pb. 
 
4.5 Nocaute do gene MICU2 em epimastigotas de T. cruzi 
Após cerca de cinco semanas de seleção com os antibióticos G418 e 
blasticidina, foram obtidas populações resistentes de epimastigotas de T. cruzi 
transfectados em triplicata. Uma PCR com DNA genômico extraído das culturas 
celulares transfectadas (Figura 16) foi feita, onde foi observado que a garrafa #3 
apresentou uma predominância de células nocaute de TcMICU2. Sendo assim, 












16: Nocaute do gene MICU2 em epimastigotas de T. cruzi. A) Representação esquemática da estratégia utilizada 
para gerar a linhagem mutante TcMICU2-KO através do sistema CRISPR/Cas9, induzindo recombinação 
homóloga. Uma dupla fita de gDNA foi clivada pela Cas9 na região nt +84 da ORF de TcMICU2. O DNA foi 
reparado por um cassete linear de DNA com um gene de resistência a BSD contendo uma região homóloga de 
~500 pb das UTRs do locus de TcMICU2. B) Estratégia das reações de PCR utilizada para checar a substituição 
de TcMICU2 pelo gene de BSD. As setas representam os primers 22 e 23 (ANEXO I), onde a amplificação nos 
mostra se o gene de TcMICU2 permanece intacto (1701 pb) ou houve a substituição pelo gene de BSD (693 pb). 
C) Produtos de PCR obtidos de diferentes linhagens celulares foram analisados por eletroforese em gel de 
agarose 1%, onde podemos ver que a garrafa #3 possui maior número de células nocauteadas. L, 1-kb plus 
ladder; 1, selvagem; 2, garrafa #1; 3, garrafa #2; 4, garrafa #3, 4, controle negativo da PCR. As setas indicam o 
tamanho dos produtos de PCR. 
 
4.6 População clonal TcMICU2-KO 
Diluições seriadas foram feitas a fim de obter populações clonais de 
TcMICU2-KO em placas de 96 poços e, em seguida, 24 poços, como descrito 
anteriormente, para posterior análise fenotípica uma população que seja 
inteiramente nocaute de TcMICU2. Após três meses foi possível obter uma 
quantidade suficiente de parasitas em alguns poços, onde foram extraídos DNA 
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genômico para conferir o nocaute de TcMICU2 nessas populações clonais por PCR 
(Figura 17) utilizando os primers 22 e 23 (ANEXO I).  
 
L WT B1 B2 B5
 1701 bp
 693 bp
C1 C2 C3 D3 D4
 
Figura 17: População clonal TcMICU2-KO. Produtos de PCR obtidos de diferentes linhagens celulares utilizando 
os primers 22 e 23 (ANEXO I) com gDNA de populações clonais foram analisados por eletroforese em gel de 
agarose 1%. A partir desse resultado pode-se ver que somente o poço C3 possui população clonal nocaute de 
TcMICU2. As células selvagens foram utilizadas como controle para o tamanho esperado do gene intacto (1701 
pb), enquanto que a populações clonal nocaute apresenta amplificação de 693 pb (seta amarela). L, 1-kb plus 
ladder; WT, selvagem; as letras e números representam os poços na placa de 96 poços de onde foram obtidas 
as populações clonais. As setas indicam o tamanho dos produtos de PCR. 
 
 Após a confirmação do nocaute de TcMICU2 numa das populações clonais 
analisadas, ela foi transferida para uma garrafa de cultura, onde foi cultivada por 
cerca de dois meses até a obtenção de células suficientes para uma nova extração 
de DNA genômico e PCR.  
 
4.7 Confirmação do nocaute da população clonal TcMICU2-KO  
  Antes de começar a análise fenotípica, mais algumas estratégias para 
conferir o nocaute por PCR foram feitas. As reações utilizadas foram as mesmas 
como já descritas anteriormente, havendo somente alteração na combinação de 
primers utilizados. Na Figura 18A foram utilizados os primers 22 e 23 (ANEXO I), 
que amplificaram 1701 pb no gDNA das células selvagens, mostrando o tamanho 
esperado do gene intacto, assim como amplificaram 693 pb nas células MICU2-KO, 
mostrando que o gene dessa linhagem realmente foi substituído pelo cassete linear 
de DNA com gene de resistência a blasticidina.  
 Para conferir que o gene de blasticidina realmente foi inserido no locus do 
gene de TcMICU2 foi feita uma reação de PCR utilizando os primers 37 e 23. Não 
houve amplificações no gDNA das células selvagens (Figura 18B), tendo em vista 
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que esses parasitas não apresentam esse gene. Na linhagem MICU2-KO, por sua 
vez, houve amplificação de 555 pb referentes a inserção desse gene no locus de 
TcMICU2. 
 Sendo assim, foi confirmado por PCR que essa população clonal analisada é 






693 bp 555 bp
L WT MICU2-KO L WT MICU2-KO- -
A B
 
Figura 18: Confirmação do nocaute do gene MICU1 por PCR. Estratégia e produtos de PCR obtidos por 
combinações de primers, utilizando gDNA das células WT e gDNA da população clonal TcMICU2-KO escolhida 
analisados por eletroforese em gel de agarose 1%. A) Combinação dos primers 22 e 23, resultando em 
amplificação do gene intacto nas células WT (1701 pb) e amplificação do gene nocauteado (693 pb). B) 
Combinação dos primers 37 e 23, resultando em amplificação do gene de BSD presente no locus de TcMICU2 
nas células nocaute.  
 
 O Southern blot também foi feito para uma confirmação adicional se o gene 
TcMICU2 foi deletado desses parasitas. Após a detecção das sondas marcadas com 
biotina, foi possível confirmar que o gene TcMICU2 está ausente no gDNA da 
linhagem TcMICU2-KO (Figura 19) e presente na linhagem selvagem, como 
esperado. As bandas detectadas foram do tamanho estimado (ver figura 8B - 





Figura 19: Southern blot para conferir a ausência do gene MICU2. TcMICU2 está ausente no DNA genômico da 
linhagem MICU2-KO (KO) e presente na linhagem selvagem (WT). Foi utilizado como sonda um fragmento de 
430 nt marcado com biotina. A seta indica a banda estimada de ~ 1850 pb. 
 
A linhagemTcMICU2-KO também foi analisada para confirmar a presença do 
gene BSD, existente no cassete linear que deveria ser inserido para reparação por 
recombinação homóloga da dupla fita de DNA que foi clivada pela Cas9.  Após 
a detecção das sondas marcadas com biotina, foi possível confirmar que o gene 
BSD está presente no gDNA da linhagem TcMICU2-KO (Figura 20). Como controle 
negativo usamos a linhagem selvagem que não possui o gene de interesse. As 
bandas detectadas foram do tamanho estimado (ver figura 9B - MATERIAL E 
MÉTODOS) na análise in silico ao usar as enzimas de restrição específicas.  
 
Figura 20: Southern blot para conferir a presença do gene BSD. BSD está presente no DNA genômico da 
linhagem MICU2-KO (KO) e ausente na linhagem selvagem (WT). Foi utilizado como sonda um fragmento de 
568 nt marcado com biotina. A seta indica a banda estimada. A seta indica a banda estimada de ~ 2921pb. 
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4.8 Crescimento das linhagens mutantes MICU1-KO e MICU2-KO 
 Ao avaliar o crescimento dos epimastigotas de T. cruzi em meio LIT pode-se 
observar que as linhagens TcMICU1-KO e TcMICU2-KO apresentam um 
crescimento significativamente menor (Figura 21) quando comparadas com as 
células controle que foram transfectadas com um sgRNA que não é direcionado a 
nenhum gene (nominadas scrambled). 
 

































Figura 21: Curva de crescimento das linhagens KO. As linhagens MICU1-KO e MICU2-KO apresentam 
crescimento significativamente menor quando comparadas com as células controle. O crescimento foi avaliado 
por dez dias consecutivos em meio LIT (n = 3).  
 
 Dessa forma, pode-se dizer que as proteínas MICU1 e MICU2 são 
importantes para o crescimento in vitro de epimastigotas de T. cruzi, visto que a 
ausência delas afeta o crescimento dos parasitas, assim como já foi descrito no 
nocaute da subunidade MCUb em epimastigotas de T. cruzi. A linhagem TcMCU-
KO, por sua vez, não apresenta diferenças significativas em meio rico quando 







4.9 Análise da captação de cálcio mitocondrial das linhagens mutantes 
TcMICU1-KO e TcMICU2-KO 
As proteínas MICU1 e MICU2 desempenham papéis importantes, mas 
distintos, tanto na inibição da atividade do uniporter de Ca2+ mitocondrial, evitando a 
sobrecarga de Ca2+, quanto na ativação altamente cooperativa do canal à medida 
que as concentrações de Ca2+ aumentam (KAMER; MOOTHA, 2014; PAYNE et al., 
2017). Acredita-se que as proteínas MICU1 e MICU2 cooperam para manter o MCU 
fechado e ambas atuam como inibidoras do complexo em baixas concentrações de 
Ca2+. Porém apenas MICU1 atuaria como ativador do MCU em altas concentrações 
de Ca2+ (MATESANZ-ISABEL et al., 2016). 
Em células HEK-293T o limiar de Ca2+ necessário para captação pelo 
uniporter foi estimado, indicando que as células WT apresentam captação quando a 
concentração de Ca2+ excede 800 nM. Nas células MICU1-KO e MICU2-KO, no 
entanto, as células captam a partir de 200 nM e 400 nM, respectivamente (KAMER; 
GRABAREK; MOOTHA, 2017). Esses resultados são consistentes com o aumento 
da captação de Ca2+ pelo uniporter na ausência das proteínas MICU1 e MICU2 em 
mamíferos (CSORDÁS et al., 2013; KAMER; MOOTHA, 2014; LIU et al., 2016; 
PATRON et al., 2014; PAYNE et al., 2017). 
Tendo em vista que essas proteínas atuam dependente das concentrações de 
Ca2+, nós testamos diversas concentrações com as células KO. A capacidade das 
linhagens de epimastigotas de T. cruzi MICU1-KO e MICU2-KO em captarem cálcio 
foram analisadas após as células serem permeabilizadas com digitonina e a 
captação foi monitorada com Calcium Green-5N ou Fluo-4. Após a adição de 50 μM 
de digitonina no meio de reação contendo epimastigotas de T. cruzi e 5 mM de 
succinato há diminuição da fluorescência, indicando diminuição da concentração de 
Ca2+ no meio e aumento da concentração de Ca2+ nas mitocôndrias. Após a adição 
de FCCP esse Ca2+ captado é liberado pela mitocôndria. 
 O nocaute de MICU1-KO e MICU2-KO em epimastigotas de T. cruzi diminuiu 
significativamente a capacidade dessas mitocôndrias em captarem Ca2+, quando 
comparadas com as células controle, tanto em baixas (Figura 22A) quanto em altas 
(Figuras 23A) concentrações de Ca2+. 
 Na figura 22B pode-se observar que em ~ 0,8 μM de Ca2+ não há captação 
em nenhuma das linhagens, inclusive no controle, mostrando que nessa 
concentração de Ca2+ ainda não é possível estimular a captação mitocondrial em 
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epimastigotas de T. cruzi. Por outro lado, quando há um aumento da concentração 
de Ca2+ (~ 1,5 μM de Ca2+) pode-se ver captação mitocondrial apenas nas células 
controle, mostrando que elas são mais sensíveis a concentração de Ca2+. As células 
MCU-KO foram utilizadas como controle comparativo, tendo em vista que o nocaute 
dessa proteína impede a captação de Ca2+ mitocondrial, como já descrito 
anteriormente (CHIURILLO et al., 2017).  
 A figura 23B mostra experimentos onde foram adicionadas concentrações 
mais altas de Ca2+. Em ~ 5 μM de Ca2+ ainda não há captação pelas linhagens KO, 
isso só acontece em torno de 15 μM de Ca2+, em capacidade significativamente 
reduzida. As células TcMICU1-KO e TcMICU2-KO apresentam a mesma capacidade 
de captação e alteração na regulação do MCUC. 
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Figura 22: Captação de Ca2+ pelas linhagens KO em baixas concentrações. A) Gráfico representativo da 
captação de Ca2+ em epimastigotas de T. cruzi permeabilizados com digitonina na presença de ~ 1,5 μM de Ca2+ 
livre. A queda na fluorescência indica a captação de Ca2+ pelas mitocôndrias. Após um tempo, foi adicionado 4 
μM de FCCP, resultando em aumento da fluorescência como consequência da liberação de Ca2+. B) Captação 
de Ca2+ relativa entre as linhagens scrambled, MICU1-KO e MICU2-KO, mostrando que há diferenças 





Figura 23: Captação de Ca2+ pelas linhagens KO em altas concentrações. A) Gráfico representativo da captação 
de Ca2+ em epimastigotas de T. cruzi permeabilizados com digitonina na presença de ~ 25 μM de Ca2+ livre. A 
queda na fluorescência indica a captação de Ca2+ pelas mitocôndrias. Após um tempo, foi adicionado 4 μM de 
FCCP, resultando em aumento da fluorescência como consequência da liberação de Ca2+. B) Captação de Ca2+ 
relativa entre as linhagens analisadas, mostrando que há diferenças significativas na captação de Ca2+ por essas 
células em diferentes concentrações utilizando Calcium-Green-5N. (n = 4).  
 
Todos os resultados já descritos em vertebrados são controversos aos 
resultados obtidos no nosso trabalho em relação a captação de Ca2+ pela 
mitocôndria, sugerindo que a regulação do MCUC em epimastigotas de T. cruzi é 


































































diferente do que já foi proposto em mamíferos, uma vez que houve diminuição na 
captação de Ca2+ dessas células quando comparadas com o controle. 
Os estudos iniciais em vertebrados envolvendo a proteína MICU1 foram 
complicados por causa da descoberta que a expressão de MICU1 afeta a expressão 
de MICU2 (PATRON et al., 2014; PETRUNGARO et al., 2015; PLOVANICH et al., 
2013). A expressão de MICU2 é reduzida consideravelmente na ausência de MICU1 
(PAYNE et al., 2017). Sob condições fisiológicas, MICU1 forma um heterodímero 
com MICU2, estabilizando a expressão de MICU2 (PATRON et al., 2014; 
PETRUNGARO et al., 2015). Por outro lado, a expressão excessiva de MICU1 ou a 
redução de MICU2 gera homodímeros de MICU1 (PATRON et al., 2014; 
PETRUNGARO et al., 2015). MICU2, no entanto, não forma homodímeros nas 
células e não se associa ao MCU na ausência de MICU1 (KAMER; MOOTHA, 2014; 
PATRON et al., 2014).  
Apesar dos resultados de captação de Ca2+ em ambas as linhagens KO 
serem similares, estudos adicionais são necessários para entender a interação 
MICU1-MICU2 e o quanto uma afeta a expressão da outra em epimastigotas de T. 
cruzi.  No entanto, algumas diferenças fenotípicas foram observadas, como o 
crescimento dos parasitas e outros parâmetros que serão discutidos adiante. 
 
4.10 Análise relativa do potencial de membrana mitocondrial das linhagens 
mutantes TcMICU1-KO e TcMICU2-KO 
A entrada de cálcio nas mitocôndrias é proporcionada pelo gradiente 
eletroquímico através da membrana mitocondrial interna, por isso é muito importante 
avaliar se há alterações ou não nesse potencial, pois só assim pode-se dizer que as 
possíveis alterações na captação de Ca2+ mitocondrial são devidas ao nocaute das 
proteínas MICU1 e MICU2 ou resultado de uma alteração no potencial de membrana 
mitocondrial desses parasitas. Em células de mamíferos foram observadas 
alterações na captação de Ca2+ sem alterações no potencial de membrana 
mitocondrial (PAYNE et al., 2017; PEROCCHI et al., 2010). 
Quando a safranina foi adicionada ao meio de reação com os epimastigotas 
de T. cruzi permeabilizados na presença de succinato houve uma diminuição na 
fluorescência, indicando o acúmulo de safranina na membrana mitocondrial interna 
energizada (Figura 24A). A adição de ADP resultou numa pequena diminuição no 
potencial de membrana, indicando a fosforilação do ADP, como esperado. O 
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potencial de membrana mitocondrial retornou ao seu nível inicial após a adição de 
CAT, que é um inibidor do translocador de nucleotídeos de adenina. Após a adição 
de um desacoplador da fosforilação oxidativa, FCCP, ocorre a dissipação do 
potencial de membrana. A variação da fluorescência da safranina mostra que as 
linhagens KO não apresentam diferenças significativas no potencial de membrana 
ou fosforilação de ADP (Figura 24B) quando comparada com as células controle. 
 
 
Figura 24: Potencial de membrana mitocondrial das linhagens KO. A) 5x107 células foram adicionadas ao meio 
de reação (2ml) contendo 0.2% BSA, 5 mM succinato, 5 µM safranina e 50 mM EGTA. A reação começou com a 
adição de 50 µM digitonina, seguida pela adição de: 250 µm ADP, 0,5 µM CAT e 4 µM FCCP. λ= 496 nm/ 586 
nm. B) Quantificação da variação da fluorescência de (A) após adição de ADP. Não há diferenças significativas 
na variação da fluorescência da safranina entre as linhagens analisadas. Quantificação comparada com as 
células scrambled (n = 4).  
































































Os agentes tensoativos, como os ácidos graxos, podem alterar a carga da 
superfície das mitocôndrias de animais e afetar a permeabilidade aos íons 
(WOJTCZAK, 1974; WOJTCZAK; NALECZ, 1979). O BSA reduz o estoque de 
ácidos graxos livres (DALGARNO; BIRT, 1963; WOJTCZAK; WOJTCZAK, 1960), 
podendo então proteger ou restaurar as funções mitocondriais, como já foi visto nas 
mitocôndrias de animais (WEINBACH; GARBUS, 1966; WOJTCZAK; WOJTCZAK, 
1960) e plantas (DALGARNO; BIRT, 1963; DIOLEZ; MOREAU, 1983), por isso foi 
utilizado na análise do potencial de membrana mitocondrial.     
No entanto, experimentos sem BSA (Figura 25A), com a finalidade de 
reproduzir as mesmas condições usadas na análise captação de Ca2+ mitocondrial, 
foram feitos para uma confirmação adicional de que a diferença na captação de Ca2+ 
observada nas células KO não é proveniente de possíveis alterações no potencial de 
membrana. Na figura 25B e 25D pode-se visualizar que não há diferença 
significativa no potencial de membrana mitocondrial entre as células KO e as células 
controle, mesmo na ausência ou presença de BSA. 
 

















































































































Figura 25: Potencial de membrana na ausência ou presença de BSA. A) 5x107 células foram adicionadas ao 
meio de reação (2ml) contendo 0.2% BSA, 5 mM succinato, 5 µM safranina e 50 mM EGTA. A reação começou 
com a adição de 50 µM digitonina λ= 496 nm/ 586 nm. B) Quantificação da variação da fluorescência de (A). Não 
há diferenças significativas na variação da fluorescência da safranina na presença de BSA entre as linhagens 
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analisadas. Quantificação comparada com as células scrambled (n = 4). C) 5x107 células foram adicionadas ao 
meio de reação (2ml) contendo 5 mM succinato, 5 µM safranina e 50 mM EGTA. A reação começou com a 
adição de 50 µM digitonina λ= 496 nm/ 586 nm. D) Quantificação da variação da fluorescência de (A). Não há 
diferenças significativas na variação da fluorescência da safranina na ausência de BSA entre as linhagens 
analisadas. Quantificação comparada com as células scrambled (n = 4). 
 
Experimentos de captação de Ca2+ acrescidos de BSA com epimastigotas de 
T. cruzi permeabilizados com digitonina, reproduzindo as mesmas condições usadas 
na análise do potencial de membrana mitocondrial, foram feitos para uma 
confirmação adicional de que a diferença na captação de Ca2+ observada nas 
células KO não é proveniente de possíveis alterações no potencial de membrana. 
Na figura 26 pode-se visualizar que o perfil de captação se mantém mesmo na 
presença de BSA. 






















































Figura 26: Captação de Ca2+ pelas linhagens KO na presença de BSA. A) Gráfico representativo da captação de 
Ca2+ com Calcium-Green-5N em epimastigotas de T. cruzi permeabilizados com digitonina na presença de ~ 25 
μM de Ca2+ livre e BSA. A queda na fluorescência indica a captação de Ca2+ pelas mitocôndrias. B) Captação de 
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Ca2+ relativa entre as linhagens analisadas, mostrando que as diferenças significativas entre as células KO 
comparadas com as células controle permanecem mesmo na presença de BSA (n = 4). 
 
Dessa forma, semelhantemente ao que já foi descrito em mamíferos (PAYNE 
et al., 2017; PEROCCHI et al., 2010), o nocaute das proteínas MICU1 e MICU2 não 
afetou o potencial de membrana mitocondrial de epimastigotas de T. cruzi e as 
diferenças observadas na captação de Ca2+ pelas células KO, quando comparadas 
com as células controle, não são provenientes de alterações no potencial de 
membrana mitocondrial. 
 
4.11 Consumo de oxigênio das linhagens mutantes TcMICU1-KO e TcMICU2-
KO 
 Medimos a concentração de oxigênio (Figura 27A) e a taxa de consumo de 
oxigênio (OCR) (Figura 27B) basal (estado 2), estimulada por ADP (estado 3), 
inibida por oligomicina (estado 4) e estimulada por FCCP (estado 3u ou 
desacoplado) nas linhagens KO e scrambled permeabilizadas com digitonina na 
presença de succinato.  
As mitocôndrias das três linhagens (scrambled, TcMICU1-KO e TcMICU2-KO) 
apresentaram respiração bem acoplada. Foi verificado que as mitocôndrias das 
linhagens KO foram capazes de fosforilar o ADP adicionado, porém com uma menor 
taxa nas células TcMICU2-KO (Figura 27C). Além disso, em ambas linhagens 
celulares KO, a taxa mínima de respiração (estado 4) e a máxima capacidade 
respiratória (estado 3u) foram significativamente menor do que nas células controle 
(Figura 27D), indicando que possivelmente a massa mitocondrial desses parasitas 
ou a integridade mitocondrial esteja alterada, assim como foi descrito anteriormente 
com linhagem TcMCUb-KO (CHIURILLO et al., 2017). Esse resultado tem correlação 
com uma menor taxa de crescimento observada em ambas as células mutantes 
(Figura 21) quando comparadas com as células scrambled. Para confirmar esse 
resultado será necessário avaliar a massa mitocondrial desses parasitas por 
microscopia de fluorescência (marcação com Mitotracker Deep Red FM) ou por 
método enzimático (atividade citrato sintase). 
A adição do desacoplador FCCP (Figura 27E) promove o transporte de 
prótons do espaço intermembranas para a matriz mitocondrial, dissipando totalmente 
o gradiente eletroquímico de prótons e desacoplando o transporte de elétrons pela 
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cadeia transportadora de elétrons da fosforilação oxidativa, estimulando a máxima 
respiração. Como indicado acima, as mitocôndrias dos parasitas MICU1-KO e 
MICU2-KO apresentam respiração máxima significativamente menor quando 
comparadas com as mitocôndrias das células controle. 
As taxas de controle respiratório foram 1,36 ± 0,09, 1,58 ± 0,08 e 1.58 ± 0,09 
para as células scrambled, TcMICU1-KO e TcMICU2-KO, respectivamente. Além 
disso, como já descrito anteriormente em epimastigotas de T. cruzi (CHIURILLO et 
al., 2017), as células TcMCU-KO apresentaram uma taxa de respiração maior do 
que as células controle. A linhagem TcMCUb-KO, por sua vez, apresentou 
diminuição da respiração quando comparada com as células controle (CHIURILLO et 














































































Figura 27: Consumo de oxigênio das linhagens KO. A e B) Traçados representativos das medidas do consumo 
de oxigênio (A) e da taxa de consumo de oxigênio (OCR) (B) em epimastigotas de T. cruzi scrambled, TcMICU1-
KO (MICU1-KO) e TcMICU2-KO (MICU2-KO) permeabilizados com digitonina. Adições de ADP 100 μM, 
Oligomicina 1 μg/ml (Oligo) e FCCP 1 μM. C) OCR após adição de ADP (respiração estimulada pela fosforilação 
oxidativa [OXPHOS]). D) Oligomicina (consumo mínimo de oxigênio). E) Respiração máxima induzida por FCCP. 
 
4.12 Metaciclogênese das linhagens KO 
 Um dos eventos críticos de diferenciação que o parasita T. cruzi sofre durante 
o seu ciclo de vida, conhecido como metaciclogênese, ocorre no trato digestivo do 
inseto vetor e corresponde à diferenciação da forma epimastigota para a forma 
tripomastigota metacíclica, que é a forma contaminante para os vertebrados 
(HAMEDI et al., 2015). A metaciclogênese pode ser induzida in vitro por incubação 
das formas epimastigotas em TAU3AAG, um meio quimicamente definido que imita 
a urina de triatomíneos (CONTRERAS et al., 1985; FIGUEIREDO; ROSA; SOARES, 
2000).  
Para analisar se o nocaute das proteínas MICU1 e MICU2 altera a 
metaciclogênese, a porcentagem de tripomastigotas metacíclicos em culturas de 
epimastigotas após incubação com o meio TAU3AAG foi analisada (Figura 28). As 
células TcMICU1-KO são capazes de se diferenciarem em tripomastigotas 
metacíclicos em maior proporção do que as células controle. Por outro lado, há 
diminuição da metaciclogênese nas células TcMICU2-KO. 
Além disso, como já descrito anteriormente em epimastigotas de T. cruzi 
(CHIURILLO et al., 2017), as células TcMCU-KO são capazes de se diferenciarem 
em tripomastigotas metacíclicos em maior proporção do que as células controle. As 
células TcMCUb-KO, por sua vez, apresentaram capacidade reduzida em se 





























Figura 28: Metaciclogênese. Porcentagem de tripomastigotas metacíclicos em culturas de epimastigotas após 
incubação com o meio TAU3AAG. A diferenciação de epimastigotas para tripomastigotas metacíclicos foi 
quantificada através da coloração com DAPI para distinguir a posição do cinetoplasto em microscopia de 
fluorescência (n = 3).  
 
4.13 Autofagia 
 A autofagia foi descrita como uma resposta à escassez de nutrientes em 
diferentes tripanossomatídeos (ALVAREZ et al., 2008; BRENNAND; RICO; 
MICHELS, 2012). Por sua vez, o bloqueio da captação de Ca2+ mitocondrial resulta 
em aumento da autofagia como um mecanismo de sobrevivência (CÁRDENAS et al., 
2010; SMAILI et al., 2013). 
 Recentemente foi demonstrado que a diminuição da expressão de MCU em 
formas procíclica do T. brucei aumentam a expressão de marcadores de autofagia 
em condições de escassez de nutrientes (HUANG; VERCESI; DOCAMPO, 2013). 
Além disso, epimastigotas de T. cruzi MCUb-KO apresentam um aumento 
significativo no número de autofagossomas por célula quando incubados sob 
escassez de nutrientes, enquanto foi encontrado um número menor em parasitas 
MCU-KO e selvagens sob as mesmas condições. Em meio rico, por outro lado, foi 
visto que as células MCUb-KO apresentam um aumento no número de 
autofagossomas (CHIURILLO et al., 2017). 
 Em meio rico (LIT), as linhagens TcMICU1-KO e TcMICU2-KO apresentam 
um número significativamente baixo de autofagossomas quando comparadas com 
as células controle (Figura 29B). Em PBS, por outro lado, as células KO não 
apresentam diferenças significativas quando comparadas com a linhagem controle. 
Além disso, quando comparadas entre elas mesmas em meio rico ou PBS, as 
células KO apresentam diferenças significativas, exibindo um aumento no número de 
autofagossomas em PBS. 
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Figura 29: Autofagia. A) Imagens representativas de microscopia de fluorescência de epimastigotas scrambled, 
MICU1-KO e MICU2-KO marcados com anticorpo anti-TcATG8.1 (vermelho) após incubação com meio LIT ou 
PBS por 16 horas. Marcações do núcleo e cinetoplasto com DAPI (azul) e imagens por contraste de fase (PCI) 
também foram mostradas. B) Número de autofagossomas por célula sob diferentes condições mostradas na 
figura A. Barra = 10 μM. (n =3).  
 
4.14 Razão AMP/ATP 
 Foi proposto que em células de vertebrados a baixa capacidade de 
transportar Ca2+ mitocondrial resulta num aumento da razão AMP/ATP,  estimulando 
a proteína quinase dependente de AMP (AMPK) a sinalizar o estímulo de autofagia 
(CÁRDENAS et al., 2010). No entanto essa correlação não foi encontrada em 
epimastigotas de T. cruzi MCU-KO e MCUb-KO, uma vez que as células TcMCU-KO 
apresentam uma razão AMP/ATP alta sob condição de escassez de nutrientes e 
nenhuma diferença na autofagia, enquanto que as células TcMCUb-KO apresentam 
alta autofagia quando comparadas com as células controle e nenhuma diferença na 
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razão AMP/ATP (CHIURILLO et al., 2017). Esses resultados sugerem que esse 
caminho pode não ser operativo no T. cruzi e concordam com o caminho de 
autofagia independente de AMPK descrito recentemente no T. brucei. 
Em meio rico de nutrientes (LIT) houve aumento significativo da razão 
AMP/ATP nas células MICU1-KO (Figura 30) quando comparadas com o controle. 
Porém isso não teve correlação com autofagia, uma vez que o número de 
autofagossomas nessas células é baixo, como discutido no tópico anterior.  
 Nas células MICU2-KO, por sua vez, não há diferença significativa na razão 
AMP/ATP quando comparadas com o controle em meio rico, além de apresentarem 






















Figura 30: Razão AMP/ATP. Comparação da razão AMP/ATP entre os epimastigotas scrambled, MICU1-KO e 
MICU2-KO incubados em meio LIT ou PBS por 16 horas (n =3). 
 
4.15 Clonagem para superexpressão e localização de MICU1 em epimastigotas 
de T. cruzi 
Para complementar a análise funcional da proteína TcMICU1, epimastigotas 
de T. cruzi Y foram transfectados com construções geradas no vetor pTREX para 
conseguir a superexpressão dessa proteína. A princípio o gene foi clonado upstream 
ao gene da proteína verde fluorescente (GFP) no vetor pTREX-n-cGFP. O gene 
também foi amplificado com um primer reverso que inclui duas cópias do tag de 
hemaglutinina (2xHA) na região C-terminal, sendo então clonado no vetor pTREX-n 
(VAZQUEZ; LEVIN, 1999). 
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Para verificar a localização de TcMICU1 em epimastigotas de T. cruzi, foram 
feitos Western blot e imunofluorescência das linhagens mutantes que 
superexpressam MICU1-GFP e MICU1-2xHA. Porém não foi possível confirmar a 
superexpressão por Western blot nem por imunofluorescência, portanto não foi 
possível estabelecer ou conferir a localização celular dessa proteína com a 
mitocôndria nas linhagens mutantes (Figura 33A e 33B).  
Após o resultado das clonagens anteriores, foram feitas outras construções 
moleculares para obter a superexpressão de TcMICU1. Outros vetores para T. cruzi 
foram utilizados, como pTEX-n (KELLY et al., 1992) e pROCK-n (DAROCHA et al., 
2004) com 2xHA. Além disso, como estavam sendo utilizados marcadores maiores 
nas construções moleculares, isso poderia estar alterando a estrutura proteica, de 
modo que as proteínas fossem degradadas, impedindo sua visualização e 
localização. Por tanto foram feitas novas construções com fragmentos de menor 
tamanho, como uma cópia de HA ou FLAG, inserido na região C-terminal de 
TcMICU1 utilizando o vetor pTREX-n, porém mesmo assim não foi possível 
superexpressar MICU1-KO.  
Tendo em vista que a superexpressão de proteínas TcMICU1 com a adição 
de peptídeos na porção C-terminal poderia estar alterando a conformação proteica, 
resultando em perda da função e possível degradação, uma nova clonagem foi 
realizada para superexpressão, onde houve marcação interna do gene com FLAG. 
 Numa nova tentativa de conferir a localização de TcMICU1, foi feita a 
marcação endógena C-terminal dessas proteínas em epimastigotas de T. cruzi 
utilizando o sistema CRISPR/Cas9 (LANDER et al., 2016). Após a transfecção e 
seleção dos epimastigotas de T. cruzi, gDNA foram extraídos das culturas, a fim de 
verificar se houve a inserção da marcação na porção C-terminal do gene TcMICU1 
por PCR.  
Pode-se observar que não houve a inserção da marcação 3xHA no gene 
(Figura 31) já que houve uma amplificação de 260 pb referente ao gene intacto, 
assim como a linhagem selvagem, como esperado. Por sua vez, a marcação 3xc-
Myc foi inserida no gene, visto que houve amplificação do tamanho esperado (1796 
bp), porém ao realizar imunofluorescência dessas células não foi possível visualizar 
nenhuma marcação. Além disso, também foram feitas extrações proteicas dessas 
células, a fim de visualizar a expressão endógena das proteínas TcMICU1 
marcadas, mas nenhuma banda foi visualizada nos experimentos de Western blot. 
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Provavelmente essa proteína apresenta um baixo nível endógeno de expressão, 
dificultando sua visualização e detecção por esses métodos utilizados.  
 
Figura 31: PCR marcação endógena C-terminal. Produtos de PCR obtidos de diferentes linhagens celulares 
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, onde pode-se ver que a garrafa 3xc-Myc #1 e 3xc-Myc 
#2 apresentam inserção da marcação, uma vez que houve amplificação do tamanho esperado (1796 pb). As 
garrafas 3xHA #1 e 3xHA #2 não apresentaram inserção da marcação do gene TcMICU1 pois não houve 
amplificação do tamanho esperado (1655 pb). Na linhagem selvagem (WT) podemos ver amplificação do gene 
intacto (260 pb). 
 
Outra estratégia para marcação C-terminal das proteínas endógenas MICU1 
de epimastigotas de T. cruzi utilizando o sistema CRISPR/Cas9 foi feita, utilizando 
como marcação proteínas fluorescentes “spaghetti monster” (smFPs). Essas 
moléculas contêm 11 cópias do epítopo HA e podem favorecer a visualização de 
proteínas com baixa expressão (ROBBINS et al., 2017; VISWANATHAN et al., 
2015). Após transfecção e seleção dos epimastigotas de T. cruzi, foram extraídos 
gDNA das culturas, a fim de verificar se houve a inserção da marcação na porção C-
terminal do gene TcMICU1 por PCR. Pode-se observar que houve a inserção da 
marcação smFPs no gene (Figura 32A). Além disso, também foram feitas extrações 
proteicas dessas células, a fim de visualizar a expressão endógena das proteínas 
TcMICU1 marcadas por Western blot, mostrando uma banda do tamanho esperado 
~ 85 kDa (Figura 32B). Porém, ao realizarmos imunofluorescência dessas células, 
não foi possível co-localizar as proteínas marcadas com a mitocôndria dos parasitas 
(Figura 32C). Provavelmente essa marcação seja muito grande, impedindo que a 
proteína MICU1 com smFPs seja direcionada a mitocôndria desses parasitas, 



























Figura 32: Marcação endógena C-terminal com smFPs. A) PCR para verificar a inserção da marcação smFPs na 
porção C-terminal do gene que codifica as proteínas endógenas TcMICU1 utilizando o sistema CRISPR/Cas9. A 
seta em 260 bp indica a banda correspondente ao gene intacto, enquanto que aquela em 2500 bp indica o gene 
com adição da marcação. L, 1-kb plus ladder; 1, MICU1-smFPs garrafa #1; 2, MICU1-smFPs garrafa #2; 3, 
MICU1-smFPs garrafa #3; 4, controle negativo da PCR. B) Análise de Western blot em extrato total de proteínas 
de epimastigotas de T. cruzi Scrambled (controle negativo) e MICU1-smFPs, onde há uma banda de ~85 kDa, 
indicando que as proteínas endógenas estão sendo expressas com a marcação. Anti-HA 1:10000. Anticorpo anti-
α-tubulina foi usado como controle de carga. C) Imunofluorescência de epimastigotas que expressam TcMICU1-
smFPs usando anticorpo anti-HA 1:500 (verde). Mitotracker (MT) foi utilizado para marcar a mitocôndria 
(vermelho), enquanto que o núcleo e o cinetoplasto foram marcados com DAPI (azul).  Não há co-localização de 
HA com MT, como mostrado (merge). O contraste por interferência diferencial (DIC) é mostrado no lado 
esquerdo do painel. Barra = 10 μM. 
 
 Após diversas tentativas para superexpressar e confirmar a localização 
mitocondrial da proteína MICU1 em epimastigotas de T. cruzi, acreditamos que o 
excesso dessa proteína pode ser citotóxico, já que não foi possível visualizar essa 
superexpressão em nenhuma das construções moleculares. Além disso, a 
expressão endógena dessa proteína provavelmente é baixa, uma vez que não 







4.16 Superexpressão e localização de MICU2 em epimastigotas de T. cruzi 
Para complementar a análise funcional da proteína TcMICU2, epimastigotas 
de T. cruzi Y foram transfectados com construções geradas no vetor pTREX para 
conseguir a superexpressão dessa proteína. A princípio o gene foi clonado upstream 
ao gene da proteína verde fluorescente (GFP) no vetor pTREX-n-cGFP e gene 
também foi amplificado com um primer reverso que inclui duas cópias do tag de 
hemaglutinina (2xHA) na região C-terminal, sendo então clonado no vetor pTREX-n. 
Para análise da localização de TcMICU2 em epimastigotas de T. cruzi, foram 
feitos análise de Western blot e imunofluorescência das linhagens mutantes que 
superexpressam MICU2-GFP e MICU2-2xHA. No Western blot (Figura 33A) de 
MICU2-GFP não foi possível visualizar a banda esperada, assim como aconteceu 
com MICU1-GFP.  Na membrana de MICU2-2xHA (Figura 33B), por sua vez, foi 
possível identificar a banda do tamanho esperado (~56 kDa) na linhagem que 
superexpressa TcMICU2, agora chamada MICU2-OE.  
A partir desses resultados uma das linhagens que superexpressam TcMICU2 
foi analisada por imunofluorescência (Figura 33C) a fim de confirmar a localização 
dessas proteínas. TcMICU2 está localizada na mitocôndria, assim como 
demonstrado na co-localização com anticorpo contra os canais aniônicos 
dependentes de voltagem (VDAC), que são abundantes na membrana mitocondrial 
externa e co-localização com MitoTracker Deep Red FM que marca as mitocôndrias. 






Figura 33: Superexpressão e localização de MICU2. A) Análise de Western blot de TcMICU1 e TcMICU2 em 
extrato total de proteínas wild type (WT), pTREX-n-cGFP (controle positivo) e superexpressão em epimastigotas 
de T. cruzi mostrando que a superexpressão com GFP não funcionou em nenhuma das construções 
moleculares. Anti-GFP 1:2000. Anticorpo anti-α-tubulina foi usado como controle de carga. B) Análise de Western 
blot de TcMICU1 e TcMICU2 em extrato total de proteínas wild-type (WT) e superexpressão em epimastigotas de 
T. cruzi, onde podemos ver uma banda de 56 kDa indicando que essas linhagens estão superexpressando 
TcMICU2 com 2xHA, porém não há superexpressão de TcMICU1 com 2XHA. Anti-HA 1:10000. Anticorpo anti-α-
tubulina foi usado como controle de carga. C) Imunofluorescência de epimastigotas que superexpressam 
TcMICU2 usando anticorpo anti-HA 1:500 (verde). Anticorpo anti-TbVDAC e Mitotracker (MT) foram utilizados 
para marcar a mitocôndria (vermelho), enquanto que o núcleo e o cinetoplasto foram marcados com DAPI (azul). 
Co-localização de MICU2 com VDAC/MT é mostrada em amarelo (merge). O contraste por interferência 
diferencial (DIC) é mostrado no lado esquerdo do painel. Barra = 10 μM. 
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4.17 Crescimento da linhagem mutante MICU2-OE 
 Ao avaliarmos o crescimento (Figura 34) dos epimastigotas de T. cruzi em 
meio LIT nós podemos observar que a linhagem que superexpressa TcMICU2 


















Figura 34: Curva de crescimento dos epimastigotas de T. cruzi pTREX-n (preto) e MICU2-OE (vermelho) 
durante 10 dias em meio LIT, mostrando que não há diferença estatística quando comparadas (n = 3).  
 
4.18 Análise da captação de cálcio mitocondrial da linhagem MICU2-OE  
A capacidade da linhagem mutante de epimastigotas de T. cruzi MICU2-OE 
em captar cálcio foi analisada após as células serem permeabilizadas com digitonina 
e a captação foi monitorada com Calcium Green-5N ou Fluo-4. A Figura 35 mostra 
que com a adição de 50 μM de digitonina no meio de reação contendo epimastigotas 
de T. cruzi e 5 mM de succinato há diminuição da fluorescência, indicando 
diminuição da concentração de Ca2+ no meio e aumentando a concentração de Ca2+ 
nas mitocôndrias. Após a adição de FCCP esse Ca2+ captado é liberado pela 
mitocôndria. 
 A superexpressão de TcMICU2 não altera a capacidade dessas mitocôndrias 
em captarem Ca2+, quando comparadas com as células controle pTREX-n em baixas 
concentrações de Ca2+ (Figura 35). 























































































Figura 35: Captação de Ca2+ pelas linhagens pTREX-n e MICU2-OE em baixas concentrações. A) Gráfico 
representativo da captação de Ca2+ em epimastigotas de T. cruzi permeabilizados com digitonina na presença de 
~ 1,5 μM de Ca2+ livre. A queda na fluorescência indica a captação de Ca2+ pelas mitocôndrias. Após um tempo, 
foi adicionado 4 μM de FCCP, resultando em aumento da fluorescência como consequência da liberação de 
Ca2+. B) Captação de Ca2+ relativa entre as linhagens pTREX-n e MICU2-OE, mostrando que não há diferenças 
significativas na captação de Ca2+ por essas células em diferentes concentrações utilizando Fluo-4 (n = 4). 
 
 Além disso, a superexpressão da proteína MICU2 em epimastigotas de T. 
cruzi também não afeta a captação em altas concentrações de Ca2+ (Figura 36). Em 
células HeLa a superexpressão de MICU2 reduziu a captação de Ca2+, enquanto 
que o silenciamento do gene MICU2 aumentou a captação, por isso essa proteína 
foi proposta como reguladora negativa do MCU, uma vez que tanto o silenciamento 
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quanto a superexpressão das proteínas MICU1 aumentaram a captação de Ca2+ 





















































Figura 36: Captação de Ca2+ pelas linhagens pTREX-n e MICU2-OE em altas concentrações. Gráfico 
representativo da captação de Ca2+ em epimastigotas de T. cruzi permeabilizados com digitonina na presença de 
~ 25 μM de Ca2+ livre. A queda na fluorescência indica a captação de Ca2+ pelas mitocôndrias. Após um tempo, 
foi adicionado 4 μM de FCCP, resultando em aumento da fluorescência como consequência da liberação de 
Ca2+. D) Captação de Ca2+ relativa entre as linhagens pTREX-n e MICU2-OE, mostrando que não há diferenças 





4.19 Avaliação relativa do potencial de membrana mitocondrial em 
epimastigotas MICU2-OE 
O potencial de membrana mitocondrial também foi avaliado nos epimastigotas 
MICU2-OE. A variação da fluorescência da safranina nessa linhagem não 
apresentou diferenças significativas no potencial de membrana ou fosforilação de 
ADP quando comparada com as células pTREX-n (Figura 37B).  































































Figura 37: Potencial de membrana mitocondrial MICU2-OE. Análise do potencial de membrana mitocondrial em 
epimastigotas de T. cruzi permeabilizados com digitonina. A) 5x107 células foram adicionadas ao meio de reação 
(2ml) contendo 0.2% BSA, 5 mM succinato, 5 µM safranina e 50 mM EGTA. A reação começou com a adição de 
50 µM digitonina, seguida pela adição de: 250 µm ADP, 0,5 µM CAT e 4 µM FCCP. λ= 496 nm/ 586 nm. B) 
Quantificação da variação da fluorescência de (A). Não há diferenças significativas na variação da fluorescência 
da safranina após adição de ADP entre as linhagens pTREX-n e superexpressão de TcMICU2 (MICU2-OE). 







• As proteínas MICU1 e MICU2 são importantes para o crescimento de epimastigotas 
de T. cruzi in vitro. 
 
• A deleção dos genes que codificam as proteínas TcMICU1 e TcMICU2 diminui a 
capacidade da captação de Ca2+ mitocondrial sem alterar o potencial de membrana 
mitocondrial, portanto indica que elas estão envolvidas na captação de cálcio pela 
mitocôndria do T. cruzi.  
 
• A regulação do MCU pelas proteínas MICU1 e MICU2 em T. cruzi é diferente da 
observada em células de mamíferos. Provavelmente, em T. cruzi, elas não atuam 
como porteiros ("gatekeeper") estabelecendo o nivel de Ca2+ citosólico para regular 
a abertura do poro, mas poderiam estabilizar a estrutura do complexo, já que 
provocam diminuição da captação de Ca2+ mitocondrial quando retiradas. 
 
• Os epimastigotas TcMICU1-KO são capazes de se diferenciarem em tripomastigotas 
metacíclicos em maior proporção do que as células controle. Por outro lado, a 
indução da metaciclogênese foi diminuída nas células TcMICU2-KO. 
 
• Em meio rico de nutrientes há aumento da razão AMP/ATP nas células MICU1-KO 
quando comparadas com o controle. Porém isso não teve correlação com autofagia, 
uma vez que o número de autofagossomas nessas células é baixo. Nas células 
MICU2-KO, por sua vez, não há diferença significativa na razão AMP/ATP quando 
comparadas com o controle, além de apresentarem aumento no número de 
autofagossomas, mostrando mais uma vez a ausência dessa correlação. 
 
• As células TcMCU-KO e TcMCUb-KO apresentam, em geral, uma taxa de consumo 
de oxigênio menor do que as células controle. 
 





• A superexpressão da proteína TcMICU2 não afeta o crescimentos dos 
epimastigotas, assim como não altera o potencial de membrana mitocondrial e a 
captação de cálcio mitocondrial. 
 
• A superexpressão de TcMICU1 parece ser citotóxica e não foi possível estabelecer 
sua localização por marcação C-terminal endógena. No entanto, o fenótipo de 
captação de Ca2+ mitocondrial da linhagem TcMICU1-KO indica que a proteína é, de 
fato, mitocondrial. Além disso, seus ortólogos em mamíferos apresentam localização 
mitocondrial. Anticorpos específicos contra TcMICU1 devem ser sintetizados para 
confirmação por imunofluorescência. 
 
• Estudos adicionais são necessários para entender a interação MICU1-MICU2 e o 
quanto uma afeta a expressão da outra em epimastigotas de T. cruzi. Além disso, é 
importante investigar como ocorre a interação dessas proteínas com o MCUC 
nesses parasitas, uma vez que eles não possuem ortólogos de EMRE. 
 
• Estudos complementares utilizando as linhagens KO podem ser interessantes para 
avaliar se as proteínas MICU1 e MICU2 possuem algum papel em infecções in vitro 
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1. Oligonucleotídeos utilizados no trabalho 
 Nome do primer Sequência (5’  3’) 
1 FwTcMICU1_pTREX-n GATCTCTAGAATGCCTACTCCGATTTGGGG 
2 FwTcMICU2_pTREX-n GATCGAATTCATGGCTGCAACAAGGCGCA 
3 RvTcMICU1-2xHA_pTREX-n CGGTAAGCTTTCACGCGTAGTCCGGCACGTCGTACGGGTACGCGTAGTCCGGCACGTCGTACGGGTACGCGT 
4 RvTcMICU2-2xHA_pTREX-n CTATCTCGAGTCACGCGTAGTCCGGCACGTCGTACGGGTACGCGTAGTCCGGCACGTCGTACGGGTACGCGT 
5 RvTcMICU1_pTREX-GFP CGGTAAGCTTATGAGACAACACTTCACCAA 
6 RvTcMICU2_pTREX-GFP CGGTAAGCTTCTTCAGCTGCTGCATACACG 
7 FwTcMICU2_pTREX-GFP_SpeI GATCACTAGTATGGCTGCAACAAGGCGCA 
8 RvTcMICU2_pTREX-GFP_SpeI CGGTACTAGTCTTCAGCTGCTGCATACACG 
9 Rv_HXI_pTREX TAATTTCGCTTTCGTGCGTG 
10 FwTcMICU1_sgRNA10 GATCGGATCCGCATTATTCCGTGCGTCACCGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
11 FwTcMICU2_sgRNA14 GATCGGATCCGCCTTTGGGGTCTTTGACAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
12 FwTcMICU2_sgRNA4 GATCGGATCCGCGTTTTTGTTGCTTATAATGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
13 FwTcMICU1_DNAdonor ATGTTGCTTTTACACTTTGTTTGTTTGT 
14 RvTcMICU1_DNAdonor CCAGCAGACACACGGAAAGAAAAGAG 
15 FwTcMICU2_DNAdonor CCTCTAATGTCTCATGGCTACTCAATG 
16 RvTcMICU2_DNAdonor GAGTAAGGGAGAAATGAGACAACAAC 
17 Fw_TcMICU1_sgRNA1_cTag GATCGGATCCGAAGTGTTGTCTCATTAGTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
18 Fw_TcMICU1_cTag_ultramer GCAGAAGCTCAGCTACCACTACACTTACCGCGGAGACCCACGAAAAAAGAAGAACCTCCCCGTGCGTTTTTT 
19 Rv_TcMICU1_cTag_ultramer CCAGCAGACACACGGAAAGAAAAGAGGGGAGGGAAACAACAAAAAACGGAAAGCAGGAGGTAAATAGAG 
20 Fw_MICU1-KO_check CTTGTGTGCCGCATATGTGTG 
21 Rv_MICU1-KO_check GAGCGATCTGTACACGACG 
22 Fw_MICU2-KO_check GGGGGGCGAAAATTTGTGTTG 
23 Rv_MICU2-KO_check CATAACGTAGAGCAGAGACAATC 
24 FwMICU1 endoTag check GGCGTTTTGGAGTTTGATGAG 
25 RvMICU1 endoTag check CTGTACACGACGGCATAAC 
26 FwTcMICU1_EcoRI GATCGAATTCATGCCTACTCCGATTTGGG 
27 Fw_MICU1-probe TGGTGACGATGGACAAAGC 
28 Rv_MICU1-probe ACGCCATCTGCATTACGGTC 
29 RvTcMICU1-Flag-XhoI ATATCTCGAGCTACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCTCCATGAGACAACACTTCACCAAC 
30 RvTcMICU1-HA_pTREX-n CGGTAAGCTTTCACGCGTAGTCCGGCACGTCGTACGGGTAATGAGACAACACTTCACCAA 
31 RvTcMICU2-HA_pTREX-n CTATCTCGAGTCACGCGTAGTCCGGCACGTCGTACGGGTACTTCAGCTGCTGCATACACG 
32 Rv pTREX-seq-W-Tag TGCCTTGGAGTCGTAAATGG 
33 RvSgRNA CAGTGGATCCAAAAAAGCACCGACTCGGTG 
34 FwMICU1intFlag TGACGACTACAAAGACGATGACGACAAGCCCCTGGACCCTTCGGTGGTG 
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35 RvMICU1intFlag AGGGGCTTGTCATCGTCTTTGTAGTCGTCATTGTCTTTTGACGCCCCA 
36 RvMICU1-Flag-XhoI ATATCTCGAGCTACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCTCCATGAGACAACACTTCACCAAC 
37 FwBSD ATGGCCAAGCCTTTGTCTCAAG 
38 Fw_MICU2-probe AATGCAGATGGGAGTGAGG 
39 Rv_MICU2-probe TTTGAATCCCCTGAGCCG 
40 FwT7promoter TAATACGACTCACTATAGGG 
41 RvSP6 ATTTAGGTGACACTATAG 
 
